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MAMMIFERES NON-HUMAINS TRANSGENIQUES OU RECOMBINANTS 
ET LEURS APPLICATIONS DANS LE CRIBLAGE DE MEDICAMENTS 

PSYCHOACTIFS. 

La presente invention est relative a des mammiferes non-humains 
5 transgeniques ou recombinants, dans lesquels P expression du gene codant pour une 
proteine associee aux microtubules (MAP) est modifiee (inactivation ou surexpres- 
sion) et a leurs, applications dans le criblage de medicaments utiles dans Panxiete, la 
schizophrenic et les desordres schizoaffectifs, a composante anxieuse, parano'iaque ou 
depressive. 

10 Les microtubules des cellules de mammiferes sont soumis a une 

regulation : lors de Pinterphase, ils organisent Pespace intracellulaire et sont respon- 
sables du transport intracellulaire d'organelles ; lors de la mitose, ils se r&organisent 
pour former le fuseau mitotique, responsable de la repartition des chromosomes entre 
les deux cellules filles. 

15 Les microtubules, assembles in vitro a partir de solutions de tubuline 

' purifiee, sent labiles et rapidentent d=po lym «se s par Imposition au fioid. 

Des comportements semblables sont observes in vivo, mais sont, 
dans ce cas, regules par le metabolisme cellulaire. Par exemple, la depolymerisation 
des microtubules est favorisee par la phosphoproteine stathmine, qui lie et sequestre 

20 les dimeres de tubuline, alors que la stabilisation des microtubules est mediee par les 
proteines associees aux microtubules (MAPs), qui s'associent aux polymeres. 

Les neurones contiennent des quantites massives de microtubules et 
ceux-ci sont en quasi-totalite stables an froid. A partir de preparations de microtubules 
stables neuronaux, une proteine calmoduline-regulee capable de stabiliser totalement 

25 les microtubules (e'est-a-dire apte a supprimer leur activite dynamique et a les rendre 
resistants au froid) a ete isolee ; il s'agit de la proteine STOP (pour Stable Tubulin 
Only Polypeptide), La nature moleculaire de cette proteine est longtemps restee 
enigmatique. Un pas decisif a ete franchi en 1996 lorsque l'ADNc codant pour cette 
proteine STOP a ete clone (Christophe Bosc et al., P.N.A.S., 1996, 93, 2125-2130). 

30 La proteine STOP, qui peut bloquer de maniere reversible la dyna- 

mique des microtubules en abolissant completement la sensibilite des microtubules 
neuronaux au froid et aux drogues depolymerisantes, comporte deux domaines repetes 
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remarquables : un domaine central compose de cinq repetitions quasi-parfaites d'un 
motif de 46 acides amines et un domaine carboxy-terminal forme de vingt huit repeti- 
tions imparfaites d'un motif de 1 1 acides amines. Ces deux domaines repetes sont 
separes par une sequence contenant en abondance des residus lysine et arginine 
5 (domaine ICR) et par une sequence de liaison ou sequence linker. Le domaine 
N-terminal de la proteine STOP contient des sequences riches en proline qui consti- 
tuent des sites de liaison potentiels avec des domaines SH3 (src homology domain 3). 

La structure en exons du gene STOP de souris a ete elucidee (Eric 
Denarier et al., B.B.R.C., 1998, 243, 791-796). Cette structure correspond a la struc- 

10 ture en domaines de la proteine : l'exon 1 code pour le domaine N-terminal y compris 
le domaine repete central, l'exon 2 code pour la sequence linker, l'exon 3 code pour le 
domaine KR et l'exon 4 code pour la region repetee carboxy-terminale. 

La distribution et le role de la proteine STOP dans les neurones ont 
ete recemment caracterises (Laurent Guillaud et al., Cell Biol, 1998, 142, 1, 167-179). 

15 La distribution de la proteine a ete etudiee au niveau ultrastructural dans des cellules 
neuronales embryonnaires, les cellules DRG {Dorsal Root Ganglia), qui peuvent se 
differencier in vitro et a revele l'existence d'isoformes de cette proteine. Une isoforme 
majeure (proteine E-STOP) a ete caracterisee : cette isoforme apparait plus tot dans le 
developpement que la proteine STOP standard ou proteine N-STOP et est majoritaire 

20 dans le cerveau embryonnaire. L'ADNc d'E-STOP presente la sequence correspondant 
au numero d'accession Genbank AJ002556. La proteine E-STOP differe de la proteine 
N-STOP par la deletion des sequences carboxy-terminales repetees, codees par l'exon 
4 ; il s'agit done d'un variant d'epissage de la proteine STOP. Une autre isoforme, la 
proteine F-STOP a ete observee dans des fibroblastes de souris (cellules 3T3). Cette 

25 proteine, de masse moleculaire apparente de 45 kDa, est beaucoup plus petite que la 
proteine N-STOP (115 kDa) ou que la proteine E-STOP (88 kDa). Le clonage et le 
sequen9age de l'ADNc correspondant (Genbank Y16032 et Eric Denarier et al., 
P.N.A.S., 1998, 95, 6055-6060) ont montre que les sequences codees par les exons 3 et 
4 (KR et repetitions carboxy-terminales) sont absentes dans la proteine F-STOP. De 

30 plus, la majeure partie du domaine N-terminal de la proteine N-STOP, situee en amont 
des repetitions centrales et codee par l'exon 1, est absente dans la proteine F-STOP. La 
proteine F-STOP comprend done les sequences codees par l'exon 2 et une partie de 
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celles correspondant a l'exon 1, incluant les repetitions centrales. Malgre de multiples 
deletions, la proteine F-STOP a les memes proprietes fonctionnelles de base que la 
proteine N-STOP : la proteine F-STOP se lie a la calmoduline et a la capacite 
d'induire une stabilisation au froid des microtubules, in vitro et in vivo, Contrairement 
5 a la proteine N-STOP qui semble presque en permanence associee aux microtubules, 
la proteine F-STOP reste dans la phase soluble dans les cellules en interphase et ne 
s'associe aux microtubules que lors de Texposition au froid. Apparemment, des 
mecanismes de regulation empechent la proteine F-STOP d f interagir avec le 
cytosquelette microtubulaire en interphase, permettant ainsi une dynamique 

10 microtubulaire rapide, et ces regulations sont inhibees des que les cellules sont 
exposees a des temperatures basses. Dans les cellules rnitotiques, la proteine F-STOP 
est associee aux fiiseaux de microtubules, a temperature physiologique. 

Ainsi, une seule et meme classe de proteines, les proteines STOP, 
est responsable de la stabilisation des microtubules dans plusieurs types cellulaires 

15 differents. 

Les formes N, E et F de la proteine STOP ne sont pas les seules iso- 
forrnes existantes ; en effet, les proteines STOPs sont presentes dans de nombreux 
tissus, en particulier dans les poumons qui contiennent une isoforme specifique. De 
meme, la forme F-STOP parait presente dans des tissus varies. Par contre, les 

20 proteines N-STOP et E-STOP sont, semble-t-il, strictement neuronales (C. Bosc et al., 
Cell Struct Function, 1999, 24, 393-399). 

II semblerait que la stabilite des microtubules soit importante pour le 
developpement et le maintien de la morphologie et de la fonction des neurones 
(Laurent Guillaud et al., precite). Ainsi, il a ete montre que Inhibition des proteines 

25 STOP in vitro par l f injection d'anticorps bloquants specifiques, supprime la stabilite 
des microtubules au froid, dans des cellules neuronales ou non-neuronales (Eric 
Denarier, P.N.A.S., 1998, precite). II a egalement ete montre que Tinhibition des 
proteines STOP in vitro dans des neurones, altere la differentiation neuronale 
(Laurent Guillaud et al., precite). 

30 Les Inventeurs ont trouve, de maniere inattendue, que revalidation 

des differentes isoformes de la proteine STOP perrnet d'obtenir des animaux et 
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notamment des souris particulierement utiles pour le criblage des medicaments 
psychoactifs. 

La presente invention a en consequence pour objet un mammifere 
non-humain recombinant, porteur d'au moins un allele modifie du gene codant une 
5 proteine STOP. 

On entend par gene STOP modifie, aussi bien un gene altere 
(animaux knock-iri), qu'un gene inactive totalement ou partiellement, inhibe ou 
tronque (animaux knock-out). 

De maniere avantageuse, Iesdits animaux recombinants ou trans- 
10 geniques sont susceptibles d'etre obtenus par recombinaison homologue dans une 
cellule souche embryonnaire : 

- soit par insertion d'au moins un codon STOP ou d'une sequence 

anti-sens, 

- soit par deletion d'une partie ou de tout le gene natif (region 
15 codante ou regions non codantes, promoteur, sequences regulatrices en 3\ activa- 

teurs), 

- soit par substitution de sequence. 

De maniere plus precise, une construction conforme a V invention est 
avantageusement selectionnee dans le groupe constitue par : 
20 - des constructions contenant une sequence codant pour une proteine 

STOP anti-sens, qui va bloquer F expression de la sequence STOP native, 

- des constructions comprenant la region du promoteur STOP (posi- 
tions 1-3400 de la figure 2) en combinaison avec un gene rapporteur ou avec la region 
codante STOP. Des marqueurs de selection positive ou negative peuvent avantageu- 

25 sement etre inclus, tel que lacZ, dont la regulation de Fexpression entrainera la detec- 
tion d'un changement du phenotype. Un gene rapporteur prefere est le gene de la GFP 
{green fluorescent protein). 

- des constructions comprenant au moins une portion du gene STOP 
(region codante ou regions non codantes, promoteur, sequences regulatrices en 3', 

30 activateurs) incluant la/les modifications souhaitees (deletions, mutations etc..) ; de 
maniere avantageuse, les constructions d'ADN utilisees pour une integration ciblee 
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doivent inclure une region presentant une homologie avec la sequence cible (gene 
STOP), pour induire une recombinaison. 

- des constructions comprenant au moms une portion du gene STOP, 
liee de maniere operationnelle a un promoteur, qui peut etre constitutif ou inductible et 

5 a d'autres sequences regulatrices necessaires pour 1 5 expression dans V animal hote. Par 
lier de maniere operationnelle, on entend qu'une sequence d'ADN et une sequence 
regulatrice sont associees de telle maniere qu'elies permettent 1'expression du gene 
lorsque les molecules appropriees, par exemple les proteines activatrices transcrip- 
tionnelles, sont liees aux sequences regulatrices. 

10 On entend par gene STOP, au sens de la presente invention, les 

genes STOP obtenus a partir de n'importe quel mammifere tel que rat, souris, boeuf ou 
homme, ou du poulet ou du poisson fugu ainsi que les differentes formes mutees dudit 
gene STOP ; il inclut egalement les differents cadres ouverts de lecture, les exons, les 
introns, les regions non-codantes en 3' et en 5' impliquees dans la regulation de 

15 1'expression de ce gene, jusqu'a environ 4 kb de part et d'autre de la region codante, le 
promo teur et les activateurs. 

De maniere preferee, les constructions sont selectionnees parmi les 
constructions suivantes : 

- des constructions qui incluent un fragment de la sequence 
20 genomique codant pour une proteine STOP comprise entre le codon d'initiation et le 

codon STOP (C. Bosc et al., E. Denarier et al., L. Guillaud et al. precites), incluant 
notamment tous les introns normalement presents dans le chromosome natif. Elle peut 
inclure les regions non traduites en 3' et en 5' retrouvees dans l'ARNm mature. Elle 
peut, en outre, inclure des sequences de regulation de la transcription ou de la traduc- 
25 tion (promoteur, activateur. . .), incluant environ 4 kb, des regions genomiques 
flanquantes en 3' ou en 5'. 

- des constructions ne comprenant pas la region comprise entre les 
positions 4 1 1 8 et 5 1 3 1 de la sequence genomique codant pour une proteine STOP. 

- des constructions comprenant 4, 1 kb du gene STOP (correspondant 
30 aux positions 1-41 18 de la figure 2), le gene codant pour la p-galactosidase, place sous 

le controle du promoteur STOP endogene, un gene de resistance a la neomycine sous 
le controle du promoteur PGK, 1,57 kb de sequence du gene STOP (correspondant 
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aux positions 5131-6701 de la sequence de la figure 2) et enfm le gene de la thymidine 
kinase, sous le controle du promoteur PGK. 

Conformement a 1* invention, les animaux transgeniques obtenus 
constituent deux groupes, les animaux knock-out et les animaux knock-in. 
5 Dans le cadre de la presente invention : 

- les animaux knock-out ont une perte de fonction partielle ou 
complete dans un ou les deux alleles du gene codant pour une proteine STOP endo- 
gene ; un tel gene modifie n'induit plus d' expression de la proteine STOP corres- 
pondante. Les animaux knock-out selon Pinvention incluent egalement des animaux 

10 knock-out conditionnels : (i) modification du gene codant pour une proteine STOP qui 
n'intervient qu'apres exposition de Panimal a une substance qui induit la modification 
dudit gene, (ii) introduction d'une enzyme qui induit la recombinaison au niveau d'un 
site du gene codant pour une proteine STOP (Cre dans le systeme Cre-lox, par 
exemple) ou (iii) autre methode qui induit une modification du gene codant pour une 

15 proteine STOP apres la naissance. 

- les animaux knock-in presentent un transgene qui altere le gene 
endogene codant pour une proteine STOP. Un animal knock-in correspond a une alte- 

" ration dans les cellules de l'hote qui entraine une expression modifiee ou une fonction 
modifiee du gene STOP natif. Une expression augmentee ou diminuee peut etre ainsi 

20 obtenue par introduction d'une copie additionnelle du gene STOP ou par insertion 
operationnelle d'une sequence de regulation qui produit une expression significative- 
ment augmentee d'une copie endogene du gene STOP. Ces changements peuvent etre 
soit constitutifs, soit conditionnels, en fonction de la presence d'un activateur ou d'un 
represseur. Le gene exogene est soit obtenu a partir d'une espece differente de celle de 

25 l'animal hote ou est modifie au niveau de sa sequence codante ou non codante. Le 
gene introduit peut etre un gene du type sauvage ou une sequence manipulee, par 
exemple presentant des deletions, des substitutions ou des insertions dans les regions 
codantes ou non codantes. 

Les deux methodes peuvent etre combinees : dans un premier temps 

30 le gene d'origine est invalide, puis dans un deuxieme temps, une forme modifiee dudit 
gene est introduite dans ledit animal. 
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Les animaux recombinants ou transgeniques ainsi obtenus compren- 
nent une sequence d'acide nucleique exogene, presente, soit sous la forme d'un ele- 
ment extra-chromosomique, soit integree de maniere stable dans tout ou une partie des 
cellules dudit animal, plus particulierement les cellules germinales. 
5 De maniere surprenante, les souris homozygotes contenant les deux 

alleles du gene STOP inactives (souris knock-out ou STOP KO (-/-)), obtenues par 
croisement d'animaux heterozygotes sont viables et ne presentent aucune modification 
anatomique du cerveau ; en revanche, elles presentent des deficits de la plasticite 
synaptique, associes a des troubles majeurs multiples du comportement comprenant 
10 un defaut complet de maternage, une profonde anxiete, une incapacite a reconnaitre 
les objets et des interactions sociales anormales. 

De fapon tres interessante, ces troubles multiples du comportement 
peuvent etre ameliores par radministration prolongee de neuroleptiques. 

En consequence, les souris dans lesquelles le gene STOP a ete 
15 inactive (souris STOP KO (-/-)) constituent un modele particulierement utile pour 
Tetude et le traitement des maladies impliquant un defaut synaptique qui sont 
sensibles aux neuroleptiques, notamment la schizophrenie et les desordres 
schizoaffectifs a composante anxieuse, parano'iaque ou depressive. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation dudit 
20 mammifere non-humain recombinant porteur d'au moins un allele du gene codant 
pour une proteine STOP modifie, pour la selection ou le criblage de produits psy- 
choactifs. 

La presente invention a egalement pour objet des molecules d'acide 
nucleique comprenant la sequence d'un allele modifie du gene codant pour une 
25 proteine STOP tel que defini ci-dessus (notamment les sequences de genes STOP 
inactives), a Texclusion des sequences correspondant aux numeros d'accession 
GENBANK AJ002556 et Y16032. 

Les sequences STOP selon l'invention sont notamment obtenues par 
mutation, de differentes manieres connues en elles-memes, pour generer les modifica- 
30 tions ciblees recherchees : substitutions, insertions ou deletions au niveau d'un 
domaine ou d'un exon, qui conduisent a l'expression d'une proteine STOP inactivee 
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ou a l'absence d'expression de proteine STOP. Les deletions peuvent inclure des 
modifications importantes : deletion d'un domaine ou d'un exon (exon 1 notamment). 

Les fragments desdites sequences sont avantageusement obtenus par 
synthese chimique d' oligonucleotides, par digestion enzymatique ou par amplification 
5 PGR par exemple. 

Lesdits fragments comprennent au moins 15 nucleotides, de prefe- 
rence environ 18 nucleotides et de maniere preferee au moins 50 nucleotides. 

De tels fragments sont utiles comme amorces de PCR ou pour le 
criblage par hybridation, des clones ES recombinants ou des animaux recombinants. 
10 Lesdites amorces ou sondes de criblage de clones ES recombinants 

ou d' animaux recombinants sont caracterisees en ce qu'elles sont selectionnees dans 
le groupe constitue par des fragments d'un gene STOP comprenant au moins 15 
nucleotides, de preference environ 1 8 nucleotides et de maniere preferee au moins 50 
nucleotides. De telles amorces ou sondes permettent de cribler des cellules ou des 
15 animaux comprenant Tune des sequences modifiees, telles que definies ci-dessus. 

De maniere preferee, les amorces suivantes sont utilisees pour le 

criblage : 

oligonucleotide A4080 : positions 4067-4095 de la figure 2 (SEQ 

IDNO:3); 

20 . oligonucleotide 770 : positions 4488-4515 de la figure 2 (SEQ ID 

NO:4) ; 

. oligonucleotide AS2 ; positions 6680-6701 de la figure 2 (SEQ ID 

NO:5). 

Des fragments plus importants (plus de 100 nucleotides) sont utiles 
25 pour la production des proteines STOP. 

Les sequences homologues aux sequences STOP clonees sont identi- 
fiees par differentes methodes connues de 1 'Homme du metier. 

La similarite des sequences d'acides nucleiques est detectee par 
hybridation dans des conditions de faible stringence, par exemple a 50°C et 10 x SSC 
30 (0,9 M de tampon salin et 0,09 M de citrate de sodium). 

Lesdites sequences restent associees lorsqu'elles sont soumises a un 
lavage a 55°C dans un tampon 1 x SSC. 
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L'identite des sequences peut etre determinee par hybridation dans 
des conditions stringentes, par exemple a 50°C au plus et 0,1 x SSC (9 mM de tampon 
salin/0,9 mM de citrate de sodium). 

La presente invention a egalement pour objet des sondes de detec- 
5 tion et de criblage de l'ADN genomique par hybridation des clones ES recombinants 
ou des animaux recombinants, caracterisees en ce qu'elles sont constituees par un 
fragment du meme gene STOP, situe en dehors (amont ou aval) de la sequence du 
gene STOP issue du vecteur de recombinaison mis en osuvre (zone de recombinaison 
homologue). 

10 De maniere avantageuse, ladite sonde correspond aux positions 700- 

1881 de la figure 3 (SEQ ID NO:6). 

La presente invention a egalement pour objet un procede de- criblage 
et de selection de molecules utiles dans le traitement de la schizophrenic et des 
desordres schizoaffectifs a composante anxieuse, paranoiaque ou depressive, 

15 caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

- la mise en contact in vitro d'au moins une substance a cribler avec 
un echantillon biologique constitue par un extrait de cellules ou des tranches 
d'organes, de preference neuronales ou cerebrales, obtenu a partir d'au moins un 
mamrnifere non-humain recombinant porteur d'au moins un allele modifie du gene 

20 codant pour une proteine STOP, 

- la mesure de Taction de ladite substance a cribler sur lesdites 
cellules ou tranches d'organes et 

- la comparaison des valeurs obtenues avec celles des cellules ou des 
tranches d'organes d'un echantillon biologique obtenu a partir d'un mamrnifere non- 
25 humain du meme type, porteur de deux alleles sauvages du gene codant pour une 

proteine STOP. 

Les substances testees sont notamment obtenues a partir de banques 
de substances (naturelles ou synthetiques). 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, ladite 
30 mesure est effectuee a Taide d'un test de liaison proteine-proteine ; dans un tel cas, 
une ou plusieurs des molecules mises en ceuvre peuvent etre marquees par un 
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marqueur ; ledit marqueur peut fournir un signal detectable soit directement, soit indi- 
rectement. 

Parrni les marqueurs utilisables, on peut citer par exemple, les 
radioisotopes, les molecules fluorescentes, chemiluminescentes, les enzymes, les 
5 molecules de liaison specifique, des particules telles que des particules magnetiques, 
etc.. 

Des molecules de liaison specifique incluent des paires de molecules 
telles que labiotine et la streptavidine, la digoxine et Fanti-digoxine, etc... 

Pour les membres de liaison specifique, le membre complementaire 
10 sera marque avec une molecule adaptee a la detection, conformement aux methodes 
connues. 

Beaucoup d'autres reactifs peuvent etre utilises dans un tel test de 
criblage ; il inclut par exemple des sels, des proteines neutres telles que Palbumine, 
des detergents, etc., qui sont utilises pour faciliter une liaison proteine-proteine opti- 
15 male et/ou reduire les interactions non-specifiques ou de bruit de fond. 

Les reactifs qui ameliorent l'efficacite de l'essai, tels que les inhibi- 
teurs de proteases, les inhibiteurs de nucleases, les agents anti-microbiens peuvent 
egalement etre utilises. 

Le melange de composants est ajoute dans n'importe quel ordre, de 
20 maniere a permettre la liaison recherchee. 

Les incubations sont realisees a temperature convenable, usuelle- 
ment entre 4°C et 40°C. 

Les periodes d'incubation peuvent varier ; elles sont habituellement 
comprises entre 0,1 et 1 h et sont optimisees dans cette gamme de temps, notamment 
25 pour faciliter un criblage rapide. 

Les anticorps specifiques des polymorphismes des proteines STOP 
peuvent etre utilises dans des immunoessais de criblage, plus particulierement pour 
detecter la liaison de substrat ou de proteine STOP ou pour confirmer P absence ou la 
presence d'une proteine STOP dans une cellule ou un echantillon, tel qu'un echantil- 
30 Ion biologique. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, 
ladite mesure est effectuee par detection de la variation d'intensite d'un signal 
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electrique ; en effet, on peut observer en ce qui concerne les cellules nerveuses des 
anirnaux recombinants selon P invention, une alteration de P organisation de la synapse 
(positionnement et transport de neurorecepteurs) chez les anirnaux recombinants selon 
P invention. 

5 La presente invention est egalement relative a un procede de 

criblage et de selection de molecules utiles dans le traitement de Panxiete, la 
schizophrenic et des desordres schizoaffectifs a composante anxieuse, paranoiaque ou 
depressive, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend : 

- P administration a au moins un mammifere non-humain recombi- 
10 nant porteur d'au moins un allele modifie du gene codant une proteine STOP d'au 

moins une substance a cribler ; et 

- P etude comportementale dudit mammifere par rapport a une serie 
d' anirnaux temoins et/ou la determination de la localisation des medicaments apres 
leur administration. 

15 De tels anirnaux peuvent avantageusement servir de model es pour le 

criblage de molecules psychoactives, presentant une faible toxicite chez Phomme. 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur de recom- 
binaison homologue d'un gene codant pour une proteine STOP, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique d'un gene STOP modifie codant pour une 

20 proteine STOP inactivee, de preference tronquee au niveau d'au moins Pun des exons, 
notamment Pexon 1. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
production de mammiferes non-humains recombinants porteurs d'au moins un allele 
du gene codant pour une proteine STOP inactivee, caracterisee en ce que : 

25 - Pon tronque un allele du gene codant pour une proteine STOP ; 

- Pon introduit ladite sequence modifiee dans un segment de PADN 
genomique d'un mammifere non-humain du meme type, associe a un marqueur 

■ 

approprie, de maniere a obtenir une sequence marquee M, contenant ledit allele modi- 
fie ; 

30 - Pon integre ladite sequence M, in vitro, dans les cellules souches 

de lignees germinales d'embryons d'un mammifere non-humain par transfection et on 
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selectionne les cellules ayant ledit allele par des evenements de recombinaison 
homologue ; puis 

- Ton reinjecte lesdites cellules souches selectionnees aun embryon 
reimplante chez un mammifere non-humain du meme type afin d'obtenir des animaux 

5 chirneriques ; et 

- Ton obtient a la generation Fl des mammiferes non-humains 
recombines heterozygotes et a la generation F2 des mammiferes non-humains recom- 
bines homozygotes STOP -/-, reconnaissables a la presence du marqueur et des souris 
dites sauvages (+/+). 

10 La presente invention a egalement pour objet l'utilisation des 

substances selectionnees a 1'aide du procede de criblage tel que defini ci-dessus, pour 
la preparation d'un medicament utile dans le traitement de la schizophrenic et des 
desordres schizoaffectifs a composante anxieuse, paranoiaque ou depressive. 

Outre les dispositions qui pr6c&dent, Tinvention comprend encore 

15 d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en ceuvre du procede objet de la presente invention, avec refe- 
rence aux dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 illustre Porgariisatioh genofnique du gene STOP au 
niveau de Texon 1 et Tetablissement de souris knock-out pour le gene STOP [souris 

20 STOP KO (-/-)] par alteration de Texon LA: carte de restriction d'un fragment du 
gene STOP (allele sauvage) utilise pour la production d'un fragment genomique 
d'homologie, structure du vecteur de recombinaison homologue ou vecteur de ciblage 
ptSTOP, et structure predite de l'allele mutant. EV : EcoRV ; EI : EcoRI ; TK : 
thymidine kinase ; pgk : phosphoglycerate kinase ; neo : neomycine ; NTR : 

25 Nucleotide Translation Region. B: profils Southern blot du gene STOP chez des 
souris sauvages (+/+ ; 8 kb) et heterozygotes (+/- ; 5,3 kb), 

- la figure 2 represente la sequence du gene STOP au niveau de 
l'exon 1 (positions 3333-5150) (clone genomique de 7,2 kb) ; les fragments utilises 
pour Fetablissement des souris STOP KO (-/-), sont les suivants : sequence homo- 

30 logue en 5' : 4,118 kb, positions 1-4118 ; sequence homologue en 3' : 1,57 kb, posi- 
tions 5131 a 6701. 
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- figure 3 : la figure 3A represente la sequence genomique du gene 
STOP, situee en 5' par rapport a la sequence de la figure 2, et la figure 3B represente 
la sonde utilisee pour le criblage, qui est un fragment EcoR V-EcoR I (positions 701- 
1881 sur la figure 3 A). 

5 - la figure 4 illustre l'analyse en Western-blot, a l'aide de Tanticorps 

polyclonal 23C (Laurent Guillaud et al., precite), de l'expression des proteines STOP 
(E-STOP et N-STOP) dans le cerveau des souris STOP KO (-/-) ou sauvages. Cette 
figure montre l'absence de proteines STOP dans le cerveau des souris STOP KO (-A), 
par comparaison avec les souris de type sauvage ; la presence d'une quantite 
10 equivalente de proteines dans les deux types d'echantillons deposes sur le gel est 
demontree par le signal obtenu avec un anticorps anti-tubuline P ((3-tub). 

- les figures 5 a 8 illustrent Talteration de la depression a long terme 
(LTD pour long-term depression) et de la potentialisation a long terme (LTP pour 
long-term potentiation) chez les souris STOP KO (-/-) : 

15 - la figure 5 illustre la reponse synaptique basale des collaterals de 

Schaffer : les courbes du type "entree-sortie" represented la pente de la courbe du 
potentiel d'excitation post-synaptique (EPSP pour excitatory postsynaptic potential) 
en fonction de Texcitabilite des fibres des collaterals de Schaffer, a partir d'une coupe 
de souris de type sauvage (a) ou de souris STOP KO (-/-) (b). Resume des resultats 

20 obtenus sur six souris de type sauvage et six souris STOP KO (-/-) (c). Les pentes des 
courbes ne sont pas significativement differentes, indiquant une transmission 
synaptique basale normale chez les souris STOP KO (-/-), 

- la figure 6 illustre les resultats des experiences de potentialisation a 
long terme (LTP pour "Long-term potentiation") au niveau des synapses des 

25 collaterals de Schaffer et des cellules pyramidales de la region CA1 de 
Thippocampe : 

- la figure 6(a) montre qu'une stimulation a une frequence elevee (stimulation 
tetanique induite par 4 stimuli de 100 Hz pendant 1 s, appliques a des intervalles de 10 
a 20 s) entraine une augmentation a long terme de la pente de la courbe du EPSP, dans 
30 une coupe de souris de type sauvage, 
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- la figure 6(b) montre qu'en revanche, une stimulation identique entraine uniquement 

■ 

une faible augmentation de la pente de la courbe du EPSP dans une coupe de souris 
STOP KO (-/-), et 

- la figure 6(c) represente un resume des resultats obtenus chez les souris de type 
5 sauvage et les souris STOP KO (-/-). Les valeurs initiales des pentes des courbes du 

EPSP ont ete normalisees dans chaque experience, en utilisant la valeur moyenne de la 
courbe obtenue pendant la periode temoin (-10 a 0 min). Les resultats exprimes en 
moyenne ± s.e.m., correspondent aux valeurs obtenues sur 13 et 9 coupes issues 
respectivement de sept souris de type sauvage et six souris STOP -/-. Ces resultats 
10 montrent un deficit significatif de la potentialisation a long terme chez les souris 
STOP KO (-/-) (p = 0,0007 mesure enregistree au bout de 30 a 40 minutes), 

- la figure 7 illustre les resultats des experiences de depression a 
long terme (LTD) au niveau des synapses des collaterals de Schaffer et des cellules 
pyramidales CA1 : 

15 - la figure 7(a) montre que la stimulation a basse frequence (LFS pour low frequency 
stimulation, 1Hz pendant 15 min) induit une diminution a long terme de la pente de la 
courbe du EPSP dans les coupes de souris de type sauvage, 

- la figure 7(b) montre qu'en revanche, la stimulation a basse frequence n'iriduit pas'de 
diminution a long terme de la pente de la courbe du EPSP dans les coupes de souris 

20 KO -/-, et 

- la figure 7(c) represente un resume des experiences de LTD dans les souris STOP 
KO (-A) et dans les souris de type sauvage. Les resultats exprimes en moyenne +/- 
s.e.m.., correspondent aux valeurs obtenues sur 15 et 9 coupes de respectivement neuf 
souris de type sauvage et six souris STOP KO (-/-). Ces resultats montrent une 

25 alteration significative de la depression a long terme (LTD) dans les souris STOP KO 
(-/-) (p=0,01, resultats enregistres au bout de 40-45 minutes). 

- la figure 8A illustre le rapport NMDA/AMPA au niveau des 
synapses des collaterals de Schaffer et des cellules pyramidales CA1 correspondant 
au rapport des valeurs des courbes du EPSP du recepteur du NMDA (N-methyl-D- 

30 aspartate) et du recepteur de TAMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyI-4-isoxazole 
acide propionique) sur 14 et 9 coupes de respectivement, six souris de type sauvage et 
six souris STOP KO (-A). Les pentes des recepteurs du NMDA et de TAMPA ont ete 
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mesurees pour une intensite de stimulus correspondant a 2 fois la valeur seuil. Aucune 
difference significative n'a ete observee entre les souris de type sauvage et les souris 
STOP KO (-/-). 

- la figure 8B illustre la depolarisation pendant une stimulation 
5 tetanique des collaterals de Schaffer : le graphique represente le resume des resultats 

de quantification de la depolarisation pendant une stimulation tetanique. La 
depolarisation est calculee 300 ms apres le debut du premier stimulus de 100 Hz. Les 
experiences ont ete realisees sur 1 1 coupes de souris de type sauvage et 8 coupes de 
souris STOP KO (-/-) provenant de respectivement sept souris de type sauvage et six 
10 souris STOP KO (-/-). Les resultats ne sont pas significativement differents chez les 
souris de type sauvage et les souris STOP KO (-/-). 

- la figure 9 illustre Alteration de la plasticite synaptiquc a court 
terme chez les souris STOP KO (-/-) : 

- la figure 9A illustre les resultats des experiences de potentialisation post-tetanique de 
15 la transmission synaptique des collaterals de Schaffer. Une stimulation a haute 

frequence en presence de 1'antagoniste du recepteur NMD A, D-APV (50-100 (iM) 
induit une augmentation transitoire de la pente du EPSP. Les resultats ont ete obtenus 
a partir de 6 et 1 0 coupes provenant de respectivement quatre souris de type sauvage 
et cinq souris STOP KO (-/-). Les resultats montrent une alteration de la 
20 potentialisation post-tetanique chez les souris STOP KO (-/-) (p=0,04, mesures 
effectuees de 0 a 30 s apres la stimulation tetanique), 

- la figure 9B illustre les resultats des experiences de facilitation par stimulations 
couplees (PPF for paired pulse facilitation), de la transmission synaptique des 
collaterals de Schaffer. Les resultats obtenus correspondent a 7 et 12 coupes 

25 provenant de respectivement quatre souris de type sauvage et cinq souris STOP KO 
(-/-). La facilitation par stimulations couplees n f est pas modifiee de fapon significative 
chez les souris STOP-/-, et 

- la figure 9C illustre les experiences de facilitation de frequence des fibres moussues 
de l'hippocampe. Les resultats ont ete obtenus a partir de 10 et 12 coupes obtenues a 

30 partir de 7 et 8 coupes provenant de respectivement six souris de type sauvage et sept 
souris STOP KO (-/-). Dans les souris de type sauvage, une stimulation repetee des 
synapses de la fibre moussue en utilisant des frequences de stimulation comprises 
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entre 0,033 et 1 Hz, a provoque une augmentation reversible, d'un facteur 3, de 
l'amplitude de la reponse de la fibre moussue. La facilitation est alteree de fa?on 
significative chez les souris STOP KO (-/-) (p=0,03, valeurs enregistrees a une 
frequence de stimulation de 1 Hz). 
5 - la figure 10 illustre les troubles du comportement maternel des 

souris STOP KO (-/-) : 

- figure 10a : la survie des nouveaux-nes, issus de meres primipares, portant P allele 
STOP sauvage ou mute (STOP -/-), est analysee au deuxieme jour apres la naissance, 

- figures 10b et 10c : la manifestation d'un comportement maternel est analysee chez 
10 les jeunes femelles primipares et les jeunes males STOP KO (-/-), par comparaison 

avec les souris de type sauvages, Les resultats sont exprimes sous forme de moyenne 
± s.e.m ; n = 9 pour les souris femelle de type sauvage et STOP KO (-/-) et n = 10 
pour les souris male de type sauvage et STOP KO (-/-). 

- la figure 1 1 illustre les troubles du comportement chez les souris 
15 STO KO (-/-) ; les activites des souris (dormir, manger, faire sa toilette, marcher et 

rester immobile tout en etant eveille) ont ete enregistrees en video pendant une duree 
de 3 heures, n = 1 1 pour les souris de type sauvage (wt pour wild-type) et les souris 
STOP KO (-/-) : 

- figure 11a: temps consacre a chaque activite. Chaque boite correspond a une activite 
20 differente, comme indiquee dans le panneau de gauche. Les souris STOP KO (-/-) 

passent plus de temps a marcher et a rester immobiles que les souris de type sauvage, 
au detriment du temps passe a dormir ou a manger, 

- figure lib : nombre de changements d'activite. Par rapport aux souris de type 
sauvage, les souris STOP KO (-/-) montrent un nombre plus eleve de changements 

25 d'activites, avec un nombre plus eleve de phases de marche et de repos, 

- figure lie : pourcentage des phases de toilette suivies d'une phase de sommeil (GS) 
sur nombre total de phases de sommeil (S) exprimees en moyenne ± s.e.m. Les 
pourcentages sont calcules pour chaque souris avant de calculer la moyenne. La 
sequence G-S typique chez les souris de type sauvage est frequemment interrompue 

30 chez les souris STOP KO (-/-). 

- la figure 12 illustre l'etat d'anxiete des souris STOP KO (-/-), 
evalue par le test de lumiere et d'obscurite. figure 12a : le temps passe dans la boite 
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eclairee et figure 12b : le nombre de passages entre les deux boites sont 
respectivement enregistres sur une duree de 5 minutes, a partir de la premiere entree 
des animaux dans la boite obscurcie. Les souris sauvages (+/+) sont utilisees comme 
temoins. Les valeurs correspondent a valeur moyenne ± erreur standard a la moyenne 
5 (s.e.m). Les differences entre les souris KO et les souris temoins sont indiquees avec 
un risque p < 0,01 (**). 

- la figure 13 illustre les troubles de la memoire a court terme des 
souris STOP KO (-/-), evalues par le test de reconnaissance d'un objet. Les souris 
sauvages (+/+) sont utilisees comme temoins. Les resultats sont exprimes par Findice 

10 de reconnaissance (RI) : les valeurs de RI significativement superieures a 50% 
correspondent a un test de reconnaissance positif. Les valeurs correspondent a la 
valeur moyenne ± erreur standard a la moyenne (s.e.m). 

- la figure 14 illustre le comportement social des souris STOP KO (- 
/-) ; les souris sauvages (+/+) sont utilisees comme temoins : figure 15a : evaluation 

15 du temps passe par un male a V investigation sociale, vis-a-vis d'un intrus [n=ll pour 
les souris sauvages et n=13 pour les souris STOP KO (-/-)] ; figure 15b : agression 
inter-male ; les tests degression sont realises pendant deux jours consecutifs [n=l 1 
pour les souris sauvages et n=10 pour les souris STOP KO (-/-)]; le nombre 
d' agressions et le temps passe a combattre (moyenne ± erreur standard a la moyenne 

20 (s.e.m)) sont enregistres le deuxieme jour; * : p<0,05, ** : p<0,01, test U Mann- 
Whitney. 

- la figure 1 5 illustre l'effet des neuroleptiques sur le comportement 
maternel chez les souris STOP KO (-/-) : 

- figure 15A : Reinstallation au nid des nouveaux-nes issus de femelles post-partum de 
25 type sauvage (wt) et STOP KO (-/-). La reinstallation des souriceaux au nid a ete 
testee pendant le premier jour post-partum, chez les souris traitees avec des 
neuroleptiques (melange d'haloperidol et de chlorpromazine), un anxiolytique 
(diazepam) ou non-traitees. Les souris ont re<?u une dose de 0,5 mg/kg/jour de 6-8 
jours avant Taccouchement jusqu'au jour de Taccouchement. Les femelles ont ete 
30 mises en presence de 3 nouveaux-nes et la reinstallation au nid a ete enregistree pour 
chaque femelle. La moyenne des valeurs obtenues est presentee pour chaque genotype 
(moyenne ± s.e.m., n == 6 pour chaque groupe de souris de type sauvage et STOP KO 
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(-/-). * p < 0,05, ** p< 0,02, *** p<0,01, Test U de Mann et Whitney non 
parametrique. 

- figure 15B : Survie des nouveaux-nes chez les souris de type sauvage et les souris 
STOP KO (-/-). La survie des nouveaux-nes est analysee chez les souris STOP KO 
5 (-/-) soumises a differents traitements. Les nouveaux-nes sont consideres comme 
survivants lorsqu'ils sont eleves jusqu ! au sevrage. Aucune survie des nouveaux-nes n f a 
ete observee chez les souris STOP KO (-/-) non-traitees (n = 20) ou traitees a court 
terme (figure 15 A). En revanche, une survie des nouveaux-nes est observee chez 
qxiatre des sept souris STOP KO (-/-) traitees a long terme (4 mois) avec des 
10 neuroleptiques. Une survie des nouveaux-nes est observee chez toutes les souris de 
type sauvage (n = 7) soumises au meme traitement a long terme avec des 
neuroleptiques. * p < 0,05, ** p< 0,02, *** p<0,01, test exact de Fisher. 
Exemple 1 : Etablissement de souris "Knock out" (KO) dans 

lesquelles le gene STOP est inactive : souris STOP KO (-/-) 

15 1- Materiels et methodes 

1-1 Construction du fragment genomique d'homologie et du vecteur 
de recombinaison homologue (Vecteur de ciblage\ 

Les fragments d'ADN genomique, utilises pour construire le vecteur 
de recombinaison homologue sont issus d'une banque d'ADN genomique de souris de 
20 souche 129 clonee dans le phage PI et criblee par hybridation avec un ADNc du gene 
STOP ou une sonde d'ADNc dudit gene (Eric Denarier et al., B.B.R.C.,1998 5 
precite). 

Le fragment genomique d'homologie du gene STOP est construit a 
partir du clone de 7,2 kb dont la sequence est presentee a la figure 2, selon les etapes 

25 suivantes : un fragment de 1012 pb, contenant les sequences repetees de la region 
codante du gene STOP qui s'etend des positions 4118 a 5131 de la sequence presentee 
a la figure 2, a ete delete et remplace par une cassette d 5 expression contenant le gene 
de resistance a la neomycine (neo) sous le controle du promoteur PGK et le gene de la 
P-galactosidase (lacZ) sous le controle transcriptional du promoteur STOP endo- 

30 gene. En outre, un site EcoRV a ete introduit en 5' du gene lacZ. 

Le vecteur de recombinaison homologue (ptSTOP) est obtenu par 
clonage du fragment d'homologie du gene STOP precedemment decrit dans le vecteur 
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pGK-TK. Le vecteur pGK-TK derive du vecteur pPNT construit par Tybulewicz et al. 
(Cell, 1991, 65, 1153-1163) par insertion du gene de la thymidine kinase du virus de 
1 'Herpes simplex (HSV) sous le controle du promo teur de la phosphoglycerate kinase 
(PGK). 

5 1-2 Recombinaison homologue dans les cellules ES et genotypage 

Le vecteur ptSTOP est linearise par l'enzyme Notl et electropore 
dans des cellules ES (ES-R1, A. Naguy et al. 5 P.N.A.S., 1993, 90, 8428-8428) ou dans 
les cellules ES-AT1 isolees a partir de blastocystes de 3,5 jours issus de souris Fl (129 
Sv Pas x 129 Sv Pas). Ensuite, les cellules ES electroporees sont ensemencees sur une 

10 couche de fibroblastes resistants a la neomycine, prealablement traites a la 
mitomycine, et cultivees dans du milieu DMEM riche en glucose (INVITROGEN) 
contenant 15 % de serum de veau foetal et 1000 Ul/ml de facteur inhibiteur de 
leucemie (Esgron, CHEMICON). 2 jours apres la transfection, de la geneticine (G418, 
INVITROGEN) est ajoutee dans le milieu de culture, a la concentration finale de 250 

15 (ag/ml. Le gancyclovir (SYNTEX) est ajoute du quatrieme au huitieme jour apres la 
transfection. Les clones de cellules ES recombinantes sont prelevees 10 jours apres la 
transfection et amplifiees avant d'etre congelees ou analysees. Le genotype des clones 
resistant au G418 et au gancyclovir est verifie par analyse en Southern blot de l'ADN 
genomique digere par EcoRV et hybride avec une sonde specifique du gene STOP, 

20 situee dans la region 5' flanquant la region de recombinaison homologue (voir figure 
3) et correspondant aux positions 698-1875, apres digestion EcoRV-EcoRI de la 
figure 3. La taille des fragments de restriction est de 8 kb pour l'allele sauvage et de 
5,3 kb pour Tallele mute (Figure IB). 

1-3 Microinjection des cellules ES recombinantes et obtention de 

25 souris transgeniques homozygotes pour Tallele mute du gene STOP fsouris STOP KO 

Les cellules ES recombinantes portant Tallele mute sont 
microinjectees dans des embryons de souris OF1 au stade morula, puis les embryons 
injectes sont reimplantes dans l'uterus de la mere porteuse pour donner naissance a 
30 des souris chimeres (Gene targeting : a practical approach, A. L. Joyner Ed., New 
York, Oxford University Press, 1993, pages 174-179). Le croisement de ces chimeres 
avec des souris BalB/c ou 129/sv (Laboratoires CHARLES RIVER) produit des 
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descendants Fl heterozygotes, dans lesquels la transmission de la mutation du gene 
STOP est verifiee par analyse en Southern blot de l'ADN genomique provenant d'un 
echantillon de queue. Les descendants Fl sont croises entre eux pour donner des 
descendants F2 homozygotes. 
5 1-4 Analyse en Western-blot de l'expression du gene STOP dans le 

cerveau des souris STOP KO (V-) 

Des extraits de cerveaux de souris STOP KO (-/-) et de souris de 
type sauvage sont prepares et analyses en Western-blot a Taide de Tanticorps 
polyclonal 23 C, selon les protocoles decrits dans Guillaud et al. , precite. 
10 1-5 Analyse histologique, immunomarquage des proteines STOP et 

detection de Tactivite (3-galactosidase du cerveau des souris STOP KO (-/-) 

a ) analyse histologique 

Des souris male sauvages et STOP KO (-/-) agees de 10 a 12 
semaines sont perfusees avec une solution de paraformaldehyde (PFA 4 %). Les 
15 cerveaux sont fixes dans la meme solution, pendant 2h a 4°C. Un test de detection de 
la cytochrome oxydase (Y. Liu et ah, J. Neurosci. Methods, 1993, 49, 181-184) et une 
coloration au cristal violet sont effectues sur des coupes de 1 00 jim des cerveaux. 

b) immimom 

Les cerveaux sont prepares comme decrit au paragraphe a) puis 
20 congeles dans du saccharose (20% dans PBS). Des coupes de cerveau de 20 jam sont 
incubees successivement dans les solutions suivantes : 1 % H2O2 (15 min), 3 % de 
BSA (30 min) et melange de Tanticorps polyclonal 23C (100 (ig/ml) et du conjugue 
anti-anticorps de lapin couple a la peroxydase (une nuit), puis les proteines STOP sont 
revelees par l'ethylcarbazole (AEC, DAKO). 
25 c) Mtectipn de r.ac^ 

Des coupes de cerveaux (100 \xm) sont fixees dans 0,2 % de 
glutaraldehyde et 2% de formaldehyde. L f activite (3-galactosidase est detectee par 
coloration des coupes dans une solution de PBS contenant 5 mM de ferricyanure de 
potassium, 5 mM de ferrocyanure de potassium, 2 mM de chlorure de magnesium et 1 
30 mg/ml de X-Gal, a 30°C, pendant 3 a 5 heures. 
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1- 6 Analyse de la stabilite des microtubules dans les neurones et les 
cellules gliales des souris STOP KO (-/-) 

Des neurones et des cellules gliales d'embryons de souris de type 
sauvage et de souris STOP KO (-/-) sont maintenues a temperature ambiante ou 
5 soumises a une temperaure de 0° C pendant 45 minutes. Apres extraction de la 
tubuline libre, selon le protocole decrit dans Laurent Guillaud et al. 3 precite, les 
microtubules sont colores avec un anticorps anti-tubuline et les noyaux sont colores 
par la solution de Hoechst 

2- Resultats 

10 2-1 Etablissement de souris STOP KO (-/-) 

Le profil genotypique du mutant homozygote STOP KO (-/-) montre 
la presence d'un fragment de 5,3 kb (figure IB) qui indique la deletion du fragment de 
1012 pb contenant les sequences repetees de la region codante du gene STOP. 

L' analyse des differents croisements heterozygotes montre que 
15 l'allele STOP mute est transmis de maniere mendelienne. 

Les souris homozygotes STOP KO (-/-) sont viables, apparaissent en 
bonne sante et ne presentent pas de lesions macroscopiques visibles. 

On obtient iin pheriotype nul ; les souris portant l'allele mute a Tetat 
homozygote n'expriment pas de proteine STOP : 
20 - l'analyse des extraits de cerveaux des souris STOP KO (-/-), en 

Westeiji-blot a l!aide de Tanticorps polyclonal 23C (Guillaud et ah, precite), montre 
une absence de proteines STOP (E-STOP et N-STOP) chez ces souris alors que ces 
deux isoformes sont detectees chez les souris adultes de type sauvage (figure 4). 

- Tanalyse immunohistologique des coupes de cerveaux des souris 
25 STOP KO (-/-) montre une absence de marquage specifique des proteines STOP (E- 
STOP et N-STOP) chez ces souris alors qu'un marquage specifique de ces proteines 
STOP est observe dans l'ensemble des tissus nerveux des souris adultes de type 
sauvage. 
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2-2 Absence de stabilite au froid des microtubules de cellules issues 
de souris STOP KO m 

Du fait de l'absence de proteine STOP chez les souris STOP KO (-/-) 
, on observe une depolymerisation des microtubules apres exposition au froid, a la fois 
5 dans les neurones, les cellules gliales ou les fibroblastes. 

2-3 Absence de lesions anatomiques dans le cerveau des souris 

STOP KO (-M 

L'analyse en microscopie optique, de Tanatomie du cerveau des 
souris STOP KO (-/-), a partir de coupes parasagitales colorees au cristal violet pour 
10 visualiser les noyaux, ne montre pas de differences entre les souris KO -/- et les souris 
de type sauvage. 

Plus precisement : 

- Tanalyse des couches de cellules du cervelet, du neocortex, de 
l'hippocampe et du bulbe olfactif qui correspondent a celles montrant une expression 

15 importante des proteines STOP chez les souris de type sauvage, montre une 
organisation parfaitement normale chez les souris KO -A, 

- l'examen du cortex somato-sensoriel, a partir de coupes 
tangentielles colorees pour mettre en evidence l'activite cytochrome oxydase, a montre 
une organisation normale des champs de tonneaux chez les souris KO -/-, 

20 - le profil d f expression de la p-galactosidase dans le cerveau des 

souris STOP KO (-/-) est identique a celui observe chez les souris heterozygotes ce 
qui demontre que les cellules qui, a l'etat normal, expriment des quantites importantes 
de proteines STOP sont encore presentes chez les souris STOP -/-. 

Les souris homozygotes STOP(-A) qui ne presentent pas de lesions 

25 anatomiques du cerveau detectables en microscopie, presentent cependant des troubles 
du comportement. 

Exemple 2 : Analyse electrophysiologique de la transmission 

synaptique chez les souris KO STOP -/- 

1-Materiels et methodes 

30 Pour la preparation des coupes d'hippocampe, des souris agees de 1 

a 3 mois ont ete profondement anesthesiees avec du nembutal. Des coupes de cerveau 
(300-400 jam) ont ete realisees dans un liquide cephalo-rachidien artificiel (124 mM 
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NaCl, 26 mM NaHC0 3 , 2,5 mM KC1, 1,25 mM NaH 2 P0 4 , 2,5 mM CaCl 2 et 1,3 mM 
MgClzX a une temperature comprise entre 4°C et 8°C. De maniere plus precise : les 
coupes ont ete maintenues a temperature ambiante pendant au moins 1 h puis elles ont 
ete submergees dans une chambre contenant du liquide cephalo-rachidien artificiel 
5 equilibre avec 95 % d'C^ et 5 % de CO2 et transferees dans une chambre de 
superfusion. 

Le potentiel d'excitation post-synaptique (EPSP) des champs 
extracellulaires a ete enregistre a Taide de microelectrodes (1 a 3 MQ) remplies de 
liquide cephalo-rachidien artificiel. Les mesures ont ete effectuees a une temperature 

10 d f environ 22 a 25°C. Des electrodes bipolaires en acier ont ete utilisees pour stimuler 
la collaterale de Schaffer et la fibre moussue (stimulation de 10 a 100 mA, pendant 0,1 
ms avec des intervalles de 10 a 30 s entre chaque stimulation). 

Pour toutes les analyses effectuees dans la region CA1, les 
electrodes de stimulation et les electrodes de mesure extracellulaire ont ete placees 

15 dans le stratum radiatum et de la picrotoxine (concentration finale de 100 fxM, 
SIGMA) a ete ajoutee au liquide cephalo-rachidien artificiel. Dans ces series 
d'analyses, la region CA1 a ete separee de la region CA3 par section au couteau de la 
coupe de cerveau, avant la mesure. 

Pour les courbes du type entree-sortie, Pexcitabilite des fibres a ete 

20 analysee apres blocage de Tactivation du recepteur au glutamate par Tantagoniste du 
recepteur de TAMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole acide 
propionique), NBQX (5 a 10 |aM, TOCRIS). Les reponses du recepteur de TAMPA 
ont ete mesurees puis les reponses du recepteur du NMDA (N-methyl-D-asparte) ont 
ete revelees apres suppression du magnesium extra-celhilaire et isolees par Taddition 

25 de NBQX (10 (J.M), afin d'effectuer une analyse quantitative. 

Pour les analyses de type potentialisation post-tetanique (PTP) une 
dose elevee de D-APV (50 a 100 (iM ; fourni par TOCRIS) a ete ajoutee dans la 
solution du bain, au moins 10 minutes avant le choc tetanique. 

Pour les experiences de stimulations couplees, les collaterals de 

30 Schaffer ont ete stimulees de fa<?on repetee par deux stimuli de meme intensite separes 
par de courts intervalles de duree variable. Le resultat est exprime par le rapport entre 
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l'amplitude de la reponse au second stimulus et au premier stimulus, determine a partir 
d'une moyenne de 15 a 20 reponses, pour chaque valeur de l'intervalle. 

Les reponses des fibres moussues ont ete analysees par 1'application 
d'un bain de l'agoniste selectif du recepteur au glutamate, DCG IV (groupe 
5 metabotropique de type 2). Les effets inliibiteurs du DCG IV (10 mM 5 fourni par 
TOCRIS) sur les entrees dans les fibres moussues sont similaires chez les souris de 
type sauvage et les souris STOP KO (-/-). NBQX (5 4 10 mM) a ete applique a la fin 
de chaque analyse de la fibre moussue, afin de determiner l'excitabilite de ces fibres. 

L'acquisition des donnees et l'analyse des experiences de 
10 potentialisation a long terme (LTP) et de depression a long terme (LTD) ont ete 
effectuees en aveugle, relativement au genotype des souris. Tous les resultats sont 
exprimes sous forme de moyenne ± ecart standard a la moyenne (s.e.m). 

2- Resultats 

Le fonctionnement des synapses des souris STOP KO (-/-) a ete 
15 analyse dans Thippocarnpe ou Texpression des proteines STOP est importante. 

Tout d'abord, afin d'analyser selectivement la transmission 
glutamatergique, la transmission synaptique dans la region CA1 de l'hippocampe a ete 
analysee en presence de picrotoxine, un antagoniste du recepteur du GABA de type A. 

La transmission synaptique basale a ete evaluee par l'analyse de la 
20 relation entre l'excitabilite des fibres des collaterals de S chaffer et Tamplitude des 
potentiels d ! excitation post-synaptiques dans la region CA1 de Thippocampe. 
L f analyse a ete effectuee pour differentes intensites de stimulus. Les courbes du type 
entree-sortie sont qualitativement similaires chez les souris STOP KO (-/-) et les 
souris de type sauvage (figures 5a et 5b). L'analyse quantitative effectuee sur les 
25 pentes des courbes entree-sortie de six souris de type sauvage et de six souris KO 
STOP -/- ne montre aucune difference entre les 2 groupes de souris (figure 5c), 
indiquant une transmission synaptique basale normale chez les souris STOP -/-. 

Pour Tanalyse de la plasticite synaptique, la reponse synaptique a un 
stimulus standard est evaluee par la pente de la courbe d'EPSP. Les valeurs basales 
30 des pentes sont determinees par des stimulations repetees a basse frequence (0,03-0,1 
Hz). Au temps zero, un protocole de stimulation de conditionnement est applique. 
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L'adaptation synaptique est mise en evidence par une deviation stable des valeurs des 
pentes d'EPSP, par rapport aux valeurs basales. 

Un protocole de conditionnement a une frequence elevee (100 Hz), 
applique a la synapse collaterale de Schaffer-cellule pyramidale de la region CA1, 
5 produit une augmentation stable des pentes des courbes, dans les coupes des souris de 
type sauvage (figure 6a) 3 indiquant une potentialisation synaptique chez ces souris. 
Cette potentialisation a persiste plus de 30 minutes, et une telle persistance represente 
une potentialisation a long terme (LTP). 

Chez les souris KO STOP (-/-) on observe une plus faible 
10 potentialisation de la transmission synaptique (figure 6b). 

Cette difference est confirmee par l'analyse quantitative de 
Tensemble des resultats obtenus dans les 2 groupes de souris (figure 6c). 

La depression a long terme (LTD) a ete analysee au niveau des 
memes synapses des collaterals de Schaffer et des cellules pyramidales CA1. Le 
15 protocole classique de stimulation a basse frequence a ete utilise (LFS, 900 
stimulations de 1 Hz). Des coupes de souris STOP KO (-/-) ont montre une diminution 
significative de l'amplitude de LTD (figure 7b). 

Ces resultats montrent que la LTP et la LTP sont alterees chez les 

souris STOP KO (-/-). 

20 La LTP et la LTD dependent de fagon cruciale de l'activite du 

recepteur du NMDA. Toutefois, Tactivite basale du recepteur du NMDA, mesuree par 
le rapport de la reponse NMDA/AMPA aux stimuli (figure 8A) et l'activation du 
recepteur NMDA pendant la stimulation tetanique (figure 8B) sont comparables chez 
les souris STOP KO (-/-) et les souris de type sauvage. 

25 Ces resultats demontrent un deficit dans les 2 formes majeures de 

plasticite synaptique (LTP et LTD) chez les souris STOP KO (-/-) et indique que ce 
deficit n'est pas lie a un defaut d f expression du recepteur NMDA chez les souris STOP 
KO (-/-). 

La figure 9B montre que chez les souris STOP KO (-/-), la 
30 potentialisation synaptique est alteree pendant les premieres minutes apres la 
stimulation tetanique ainsi qu f a des instants plus tardifs. En consequence, Texistence 
d'un deficit eventuel de plasticite a court terme, au niveau des synapses des 
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collaterals de Schaffer et des cellules pyramidales CA1, a ete analysee par les 
mesures de la potentialisation post-synaptique (PTP) et de la facilitation par des 
stimulations couplees (PPF). Comme la LTP ? la PTP est une forme de potentialisation 
suite a une stimulation tetanique (stimulus d'l Hz pendant 1 s) mais elle est induite en 
5 presence de l'antagoniste du recepteur NMDA (D-APV) pour bloquer des evenernents 
post-synaptiques impliques dans la LTP, et persiste seulement pendant quelques 
minutes,, suite a la stimulation tetanique. La PPF est une autre forme de plasticite 
synaptique observee lorsque les synapses sont stimulees par des stimulations couplees. 
La PPF est definie par une augmentation de la reponse synaptique en reponse au 

10 second stimulus. La PTP est reduite chez les souris STOP KO (-/-) (figure 9A). En 
revanche, la facilitation par stimulations couplees (PPF) est similaire chez les souris 
de type sauvage et les souris STOP KO (-/-) (figure 9B), et cela pour une gamme 
etendue de valeurs decroissantes de la concentration en calcium extracellulaire. 

La plasticite synaptique au niveau des synapses des fibres moussues 

15 et des cellules pyramidales de la region CA3 a ensuite ete analysee. Aucune difference 
dans la potentialisation a long terme (LTP) ainsi que dans la facilitation par 
stimulations couplees (PPF) , n'a ete observee entre les souris STOP KO (-/-) et les 
souris de type sauvage;' Pour etiidier la plasticite a court terme, les fibres moussues ont 
ete stimulees par des frequences croissantes allant de 0,033 a 1 Hz. Ce protocole 

20 induit normalement une augmentation importante et transitoire de Tamplitude de la 
reponse des fibres moussues, un phenomene denomme facilitation de frequence, 
^amplitude de la facilitation de frequence a ete signiflcativement diminuee chez les 
souris STOP KO (-/-), par comparaison avec les souris de type sauvage (figure 9C). 

L'ensemble de ces resultats montre que plusieurs formes distinctes 

25 de la plasticite a long terme et a court terme sont alterees dans differentes regions de 
l'hippocampe, chez les souris STOP KO (-/-). 

Exemple 3 : Analyse des troubles du comportement des souris KO 
STOP -/- 

1- Materiels et methodes 

30 Tous les tests de comportement ont ete effectues sur des portees de 

souris STOP KO (-/-) et de souris temoins de type sauvage issues de la meme colonie 
(fond genetique BALBc/129 Sv). 
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1-1 Tests du comportement maternel (maternage) 

Le comportement maternel est apprecie par la realisation des gestes 

suivants : 

1. preparer un nid 
5 2. reinstaller les nouveaux-nes dans le nid. 

Tests effectues chez les femelles nullipares et chez les males 

De jeunes femelles nullipares agees de 28 a 49 jours sont elevees 
individuellement pendant au moins un jour avant le debut de l'experience, puis du 
coton leur est fourni pour construire un nid. 
10 A Jl, chaque femelle est mise en presence de 3 nouveaux-nes ages 

de 1 a 3 jours de la fa<?on suivante : les nouveaux-nes sont places chacun dans un des 
coins de la cage, a distance du nid et au bout de 30 minutes les nouveaux~-nes sont 
replaces avec leur mere naturelle. 

A J2, chaque femelle est a nouveau mise en presence des nouveaux- 
15 nes et on evalue, pour chaque femelle, le nombre de souriceaux reinstalls au nid 
pendant une periode de 30 minutes. 

Des jeunes males ages de 30 a 45 jours ont ete utilises dans les 
merries conditions que les femelles nullipares a la seule difference qu'ils ont ete inis en 
presence de souriceaux pendant 2 jours consecutifs avant d'etre testes a J3, au lieu de 
20 J2 pour les femelles nullipares. 

Tests effectues chez les meres primipares ou multipares 

Des femelles post-partum (seconde gestation) ont ete elevees 
individuellement des le debut de leur gestation. Le jour de l'accouchement, les 
souriceaux ont ete retires et gardes au chaud pendant une heure. La mere a ensuite ete 
25 retiree de sa cage habituelle et trois nouveaux-nes ont ete places chacun dans un coin 
de cette meme cage, a distance du nid. Ensuite, la mere a ete replacee dans son nid et 
le nombre de souriceaux reinstalles au nid pendant une periode de 20 minutes, a ete 
evalue. 

1-2 "Test de lumiere et d'obscurite" 
30 Le test du choix entre la lumiere et l'obscurite, denomme "test de 

lumiere et d'obscurite", est utilise pour reveler un etat d'anxiete provoque par un 
stimulus generateur d'anxiete. Ce precede, valide par Misslin et al. (1990, 
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Neuroreport, 1, 267-270), repose sur la tendance naturelle des rongeurs a preferer un 
environnement sombre, et permet d'evaluer la reponse emotionnelle des animaux 
soumis a un stress constitue par la lumiere. 

Les animaux sont entretenus dans des cages individuelles placees 
5 dans un incubateur possedant une temperature comprise entre 21°C et 22°C et un 
cycle inverse lumiere/obscurite de 12h/12h, avec de Feau et de la nourriture, dispo- 
nibles a volonte. Toutes les experiences sont realisees conformement aux directives 
institutionnelles relatives a F experimentation animale. 

Le dispositif consiste en deux boites de polyvinylcarbonate (20 cm x 
10 20 cm x 14 cm) recouvertes de plexiglas. L'une des boites est obscurcie et Fautre 
boite est eclairee a Faide d'une lampe de bureau de 100 W placee a une distance de 15 
cm (4400 lx). Un tunnel opaque en plastique (5 cm x 7 cm x 10 cm) separe la boite 
obscurcie de la boite eclairee. 

Les animaux sont places individuellement dans la boite eclairee avec 
15 la tete dirigee vers le tunnel. Le temps passe dans la boite eclairee (TLB) et le nombre 
de passages entre les deux boites sont enregistres sur une duree de 5 minutes, a partir 
de la premiere entree des animaux dans la boite obscurcie. 

" ' L' analyse globale des Tesiiltats" est realisee en utilisant le test U de 
Mann et Whitney. Le risque (p) est fixe a p <0,05. Les resultats sont exprimes par la 
20 valeur moyenne ± erreur standard a la moyenne (s.e.m). 

1-3 Test de reconnaissance d'un objet 

La memoire a court terme est evaluee par le test de reconnaissance 
d'un objet precedemment decrit (Ennaceur et al. 3 1988, Behav. Brain Res., 31, 47-59 ; 
Dodart et al., 1997, Neuroreport, 8, 1173-1178), qui repose sur la tendance naturelle 
25 des rongeurs a explorer un nouvel objet, de preference a un objet familier. 

Les animaux sont entretenus dans les conditions telles que decrites a 
Fexemple 3, section 1-2. 

Le test de reconnaissance d'un objet est realise dans un espace 
ouvert en plexiglas (52 cm x 52 cm x 40 cm). Le sol est divise en 9 carres de taille 
30 egale. Les .objets a distinguer sont une bille et un de. Les animaux sont habitues au 
terrain ouvert pendant 30 min. 
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Le jour suivant, ils sont soumis a une epreuve d'apprentissage de 10 
min (premiere epreuve) pendant laquelle ils sont places individuellement dans 
Fespace ouvert, en presence d'un objet A (de ou bille). Pendant cette periode, sont 
enregistres : 

5 - l'activite locomotrice, evaluee par le nombre de carres traverses, et 

- le temps passe par l'animal a explorer Fobjet A, c'est-a-dire le 
temps pendant lequel le nez de l'animal est dirige a une distance de Fobjet, inferieure 
a 1 cm. 

Trois heures plus tard 3 ils sont soumis a une epreuve de reconnais- 
10 sance de 10 min (deuxieme epreuve). Pour cette epreuve, Fobjet A et Fautre objet (B) 
sont places dans Fespace ouvert et l'activite locomotrice, ainsi que la duree 
d'exploration de Fobjet A (t A ) et de Fobjet B (t B ) sont enregistrees. Ensuite; Findice 
de reconnaissance (RI, en ordonnee a la- figure 6) est calcule a partir de la formule 
suivante RI = t A /(tA + te) x 100. Un test de reconnaissance est considere comme positif 
15 si la valeur de Findice de reconnaissance est significativement superieure a 50 %. 

L'analyse globale des resultats est realisee comme decrit a Fexemple 

3, section 1-2. 

1-4 Test de compdrtement 'social, test de Fintrus 
1-4-1 Investigation sociale 
20 Le comportement social est evalue sur de jeunes males ages de 4 

semaines, isoles pendant une semaine dans une cage (jeunes males residents) ; un 
intrus male eleve en groupe est introduit dans la cage et le temps d' investigation 
sociale (approche, reniflement, attitude sexuelle) des jeunes males residents est evalue 
pendant 6 minutes. L'analyse des resultats est realisee en utilisant le test U Mann et 
25 Whitney. 

Les resultats sont exprimes par la valeur moyenne ± erreur standard 

a la moyenne. 

1 -4-2 Agression inter-male 

Des males residents sont isoles pendant un mois et un intrus (male 
30 eleve en groupe ) est place dans la cage. On mesure le nombre d'attaques et le temps 
passe a se battre des residents sur une periode de 5 minutes. L'analyse des resultats est 
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realisee en utilisant le test U Mann et Whitney. Les resultats sont expritnes par la 
valeur moyenne ± une erreur standard a la moyenne. 

2-Resultats 

2-1 Comportement maternel des souris STOP KO (-/-) 
5 Les souris STOP KO (-/-) presentent des defauts majeurs du 

comportement maternel se traduisant par une absence totale d'interet pour leur proge- 
niture, comme le montrent les resultats presentes a la figure 10, obtenus a partir de 
161 souriceaux issus de 20 souris femelles STOP KO (-/-) croisees avec des males 
heterozygotes : 

10 - tous les nouveaux-nes, issus de meres primipares STOP KO (-/-) 

meurent dans les 24 h suivant la naissance par defaut d 5 attention de la mere (figure 
11a), et ce quel que soit leur genotype (fond genetique BALBc/129Sv ou 129Sv). Par 
comparaison, on observe un taux de survie de 93 % chez les nouveaux-nes issus de 
mere primipare portant P allele sauvage a l'etat homozygote [souris sauvages (+/+)] 

15 qui presentent un comportement maternel normal comprenant en particulier la 
preparation d'un nid et la reinstallation des souriceaux dans le nid (figure 11a). II a 
egalement ete montre que le comportement maternel des souris STOP KO n'etait pas 
ameliore par des gestations repetees (meres multipares). 

- Les souriceaux nes de mere STOP KO (-/-) ne sont jamais 

20 cannibalises et ils sont eleves jusqu'au sevrage lorsqu'ils sont adoptes par des meres de 
type sauvage, ce qui demontre que la mort des souriceaux est directement liee au 
genotype de la mere. Pour determiner les causes de la mort, un defaut de tetee liee a 
une absence de signal olfactif au niveau des mamelles des femelles STOP KO (-/-) a 
ete recherche. Lorsque les souriceaux issus de mere STOP KO (-/-) sont laisses en 

25 presence de leur mere mais replaces, de fa<?on repetee, en position pour etre maternes, 
par une intervention humaine, tous les souriceaux montrent un comportement de 
recherche et d'attachement a la mamelle. La presence de ce comportement guide 
indique que les femelles STOP KO (-/-) possedent les signaux olfactifs indispensables 
a l'allaitement. De plus, dans ces conditions, la presence de lait dans Testomac des 

30 souriceaux a ete observee. Ces resultats demontrent que la mort des souriceaux n'etait 
pas liee a des defauts de lactation chez les souris STOP KO (-/-). 
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- Le defaut de reinstallation au nid n'est pas du a un defaut de 
reconnaissance olfactive des souriceaux chez les souris STOP KO (-/-) etant donne 
que les fernelles STOP KO (-/-) placees pres de leur progeniture, reniflent les 
souriceaux et de plus montrent un comportement normal dans un test d'olfaction (test 

5 de la nourriture cachee). 

- Afin de verifier si le defaut de comportement maternel observe 
chez les souris STOP KO (-/-) etait lie au statut hormonal, des tests complementaires 
ont ete effectues chez les fernelles nullipares et chez les jeunes males. Les resultats 
des tests de reinstallation au nid, effectues chez ces deux groupes de souris montrent 

10 un defaut de comportement maternel des souris STOP KO (-/-) males ou fernelles 

nullipares (figure 10b,et 10c). 

L'ensemble de ces resultats indique que le defaut de comportement 

maternel observe chez les souris STOP KO (-/-) est independant d'un defaut organique 

manifeste et du statut hormonal de ces souris, ce qui indique qu f il n'est qu f une 
15 manifestation des defauts de comportement multiples observes chez ces souris STOP 

KO (-/-). 

2-2 Autres troubles du comportement des souris STOP KO (-/-) 
Alors que l'examen de 1'etat general des souris STOP" KO (-/-) ne 
revele aucun defaut apparent, elles presentent un comportement etrange avec des 

20 phases d'activite intense sans but apparent, accompagnees par de frequents 
changements d'activite, au hasard. De maniere occasionnelle, les souris presentent une 
periode de crise, d'une duree d'environ 20 min, pendant laquelle les animaux 
effectuent des cercles ou creusent dans la cage, de maniere compulsive. Ces souris 
traversent egalement des periodes de prostration apparente pendant lesquelles les 

25 souris restent immobiles, ne dorment pas et ne reagissent pas a l'environnement. De 
telles crises, n'ont jamais ete observees chez les souris de type sauvage et ne 
ressemblent pas a des evenements epileptiformes. Les crises aigiies sont difficiles a 
etudier de fa?on systematique mais elles representent des manifestations 
paroxystiques d'un bruit de fond continu d'anomalies du comportement. 

30 L'enregistrement video a ete utilise pour evaluer le comportement des souris de fagon 
quantitative. Le temps passe par les souris a manger, dormir, faire leur toilette, 
marcher et rester immobiles en etant toujours eveillees a ete mesure pendant une 
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periode de 3 hemes, et les resultats sont presentes a la figure 11a. Par rapport aux 
souris de type sauvage, les souris STOP KO (-/-) passent plus de temps a circuler dans 
la cage ou a rester immobiles, alors qu'elles sont eveillees, au detriment du temps 
passer a se nourrir et a dormir. Les souris mutantes presentent des changements 
5 d'activites plus importants, en grande partie dus a un nombre significativement plus 
grand de phases de deplacement sans but et de phases d'immobilite (figure 11a). Les 
changements d'activite chez les souris STOP KO (-/-) rompent souvent une periode 
d'activite caracteristique. Par exemple, chez les souris de type sauvage, 71% des 
phases de sommeil sont precedees d'une phase de toilette avec ou sans intercalage 

10 d'une phase de tranquillite. La frequence correspondante chez les souris STOP KO (-/- 
) est de 47 %, une valeur juste au dessus du bruit de fond attendu dans le cas de 
sequences d'activite au hasard (35 %, figure 12a). Ces resultats quantitatifs confirment 
l'impression d'activite non-organisee et non-orientee vers un but, donnee par 
l'observation des souris STOP KO (-/-). 

15 Des analyses complementaires du comportement des souris STOP 

KO (-/-) ont ete effectuees a l'aide de tests classiques. 
Etat d'anxiete des souris STOP KO (-/-) 

Les souris STOP KO (-/-) sont effrayees par un stimulus generateur 
d'anxiete et les souris sauvages (+/+) ont un comportement normal, comme le 

20 montrent les resultats du test de stimulation par la lumiere (test lumiere-obscurite) 
presentes aux figures 12a et 12b. En outre, il a ete montre par des tests prealables, que 
1'activite locomotrice spontanee des souris mutantes (-/-) n'etait pas modifiee compa- 
rativement aux souris sauvages (+/+). 

- la figure 12a montre que les souris sauvages (+/+) passent 
25 beaucoup plus de temps dans la bolte eclairee que les souris STOP KO (-A) qui restent 

dans la boite obscurcie pendant presque toute la duree du test. Les differences obser- 
vees entre les souris KO (-/-) et les souris sauvages (+/+) sont statistiquement signifi- 
catives : p < 0,01, test U Mann et Whitney. 

- la figure 12b montre que les souris sauvages entrent plus frequem- 
30 ment dans la boite eclairee que les souris STOP KO (-/-). Les differences observees 

entre les souris STOP KO (-/-) et les souris sauvages (+/+) sont statistiquement 

i 

significatives : p < 0,01, test U Mann et Whitney. 
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Memoire a court terme des souris STOP KO (-/-) 

Les souris STOP KO (-/-) presentent des troubles de la memoire a 
court terme comme le montrent les resultats du test de reconnaissance, presentes a la 
figure 13 : 

5 - Tindice de reconnaissance, mesure chez les souris sauvages (65 %) 

est significativement plus eleve que Tindice de 50% observe chez les souris STOP KO 
(-/-) (p = 0,004 pour les souris (+/+), test de Student).. 

• le temps d' exploration des objets A et B, enregistre lors de la 
deuxieme epreuve (epreuve de reconnaissance) montre que les souris sauvages 
10 explorent le nOuvel objet de preference a Fobjet familier. 

- les souris STOP KO (-/-) n'explorent aucun des objets pendant les 
deux epreuves (apprentissage et reconnaissance). Elles se deplacent dans-Fespace 
ouvert mais ne sont pas interessees par les objets. Ce comportement pourrait 
s'expliquer par leur etat d'anxiete comme le montrent les resultats du test de la 

15 lumiere et de Fobscurite. Cet etat d'anxiete est revele notamment par le fait que les 
souris se deplacent le long des murs et qu'elles ne traversent pas Fespace ouvert, car 
elles semblent effrayees par Fenvironnement et par les objets qui represented un 

stimulus generateur d'anxiete. * - 

Comportement social 

20 Les souris STOP KO (-/-) presentent des troubles d'investigation 

sociale (figure 14a, 14b et 14c). 

- La figure 14a montre que le temps passe par les residents a 
explorer Fintrus est reduit de maniere significative lorsque le resident est un male 
STOP KO (-/-), (p < 0,05). 

25 - La figure 14b montre que dans le test d' agression inter-male, le 

nombre d'attaques effectuees par les residents STOP KO (-/-) est inferieur au nombre 
d'attaques effectuees par les males sauvages (p < 0,01). 

- La figure 14c montre que le temps passe a se battre par les 
residents males STOP KO (-/-) est reduit en comparaison des males sauvages (p < 

30 0,01). 
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Exemple 4 : Effet des anxiolytiques et des neuroleptiques sur le 
comportement maternel des souris STOP KO (-/-) 

1- Materiels et methodes 

L'effet des anxiolytiques (diazepam) et des neuroleptiques 
5 (chlorpromazine, haloperidol ou clozapine), sur les troubles du comportement des 
souris STOP KO (-/-), a ete evalue dans le test du comportement maternel tel que 
defini a l'exemple 3 (test de reinstallation au nid). 

L'haloperidol (Haldol R , JANS SEN-CELAG), la chlorpromazine 
(Largactil R , RHONE-POULENC) et le diazepam (Valium*, ROCHE) ont ete 
10 administres aux souris dans l'eau de boisson, a la dose de 0,5 mg/kg/jour. 

2- Resultats 

a) traitement a court terme 

i 

L'effet de 1'administration a court terme (pendant 6 a 8 jours a partir 
du 6 ieme jour precedent Taccouchement) des anxiolytiques (diazepam) et des 
15 neuroleptiques (chlorpromazine, haloperidol ou clozapine) sur les troubles du 
comportement des souris STOP KO (-/-) a ete evalue dans le test de reinstallation au 
nid. 

La reinstallation des souriceaux au nid est dramatiquement alteree 
chez les meres STOP KO (-/-) non-traitees et est faiblement ameliore par 

20 1'administration de diazepam (figure 15 A). En revanche, les meres STOP KO (-/-) 
traitees avec des neuroleptiques se comportent aussi bien que les souris de type 
sauvage (figure 15 A). Cependant aucune survie des souriceaux n'a ete observee aussi 
bien chez les souris STOP KO (-/-) traitees ou non-traitees. Ces resultats indiquent un 
effet benefique specifique mais limite, de radministration a court terme de 

25 neuroleptiques, sur le comportement des souris STOP KO (-/-). 

b) traitement a long terme 

Sept souris STOP KO (-/-) et sept souris de type sauvage ont re?u 
une administration quotidienne d'un melange de chlorpromazine et d'haloperidol, 
pendant 4 mois, a partir du sevrage et continuant pendant la croissance, 
30 l'accouplement avec les males, la gestation, Taccouchement et la periode post-partum. 
Les sept souris de type sauvage ont presente un comportement maternel normal et tous 
leurs souriceaux ont survecu (figure 15C). De fa<?on remarquable, chez quatre des sept 
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souris STOP KO (-/-), une amelioration du comportement maternelle a ete suffisante 
pour permettre la survie des souriceaux, avec des rapports survivants/nouveaux-nes de 
respectivement 3/1 1, 4/8, 2/4 et 1/5, chez ces quatre souris. 

La proportion de souris femelles STOP KO (-/-) avec des souriceaux 
5 survivants est significativement plus elevee chez les souris traitees a long terme avec 
des neuroleptiques (4/7), par rapport aux souris non-traitees (0/20) ou aux souris 
traitees a court terme avec des neuroleptiques (0/6, figure 15B). 

Ces resultats indiquent que radministration a long terme de 
neuroleptiques est capable de re-etablir un comportement normal chez les souris 
10 STOP KO (-A), compatible avec la survie des souriceaux. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Finvention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d 5 application qui 
viennent d'etre decrits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
15 cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Mammifere non-humain recombinant, porteur d'au mo ins un 
allele modifie du gene codant pour une proteine STOP. 

2°) Mammifere non-humain recombinant selon la revendication 1, 
5 caracterise en ce que ledit allele modifie est obtenu a partir d'une construction 
comprenant une sequence d'acide nucleique issue du meme mammifere ou d'un 
mammifere different de celui dans lequel ladite construction est inseree, laquelle 
construction est selectionnee dans le groupe constitue par des constructions contenant 
une sequence codant pour une proteine STOP anti-sens, des constructions comprenant 
10 la region du promoteur STOP en combinaison avec un gene rapporteur ou avec la 
region codante STOP, des constructions comprenant au moins une portion du gene 
STOP incluant au moins une modification, des constructions comprenant au moins 
une portion du gene STOP liee de maniere operationnelle a un promoteur et eventuel- 
lement a d'autres sequences regulatrices necessaires pour l'expression dans 1'animal 
15 hote. 

3°) Mammifere non-humain recombinant selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, caracterise en ce que lesdites constructions sont selectionnees 
parrni les constructions suivantes : des constructions qui incluent un fragment de la 
sequence genomique codant pour une proteine STOP comprise entre le codon 

20 d'initiation et le codon STOP, des constructions ne comprenant pas la region comprise 
entre les positions 4118 et 5131 de la sequence genomique codant pour une proteine 
STOP, des constructions comprenant 4,1 kb du gene STOP, le gene codant pour la P~ 
galactosidase, place sous le controle du promoteur STOP endogene, un gene de resis- 
tance a la neomycine sous le controle du promoteur PGK, 1,57 kb de sequence du 

25 gene STOP et enfin le gene de la thymidine kinase, sous le controle du promoteur 
PGK. 

4°) Utilisation d'un mammifere non-humain recombinant selon 
. Tune quelconque des revendications 1 a 3, pour la selection ou le criblage de produits 
psychoactifs. 

30 5°) Molecule d'acide nucleique, caracterise en ce qu'elle comprend 

la sequence d f un allele modifie du gene codant pour une proteine STOP tel que deftni 
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a Tune quelconque des revendications 1 a 3, a 1'exclusion des sequences correspondant 
aux numeros d'accession GENBANK AJ002556 et Y16032. 

6°) Amorces ou sondes de criblage de clones ES recombinants ou 
d'animaux recombinants, caracterisees en ce qu'elles sont selectionnees dans le 
5 groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:3 a 6. 

7°) Procede de criblage et de selection de molecules utiles dans le 
traitement de la schizophrenic et des desordres schizoaffectifs a composante anxieuse, 
paranoi'aque ou depressive, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend au 
moins les etapes suivantes : 

10 - la mise en contact in vitro d'au moins une substance a cribler avec 

un echantillon biologique constitue par un extrait de cellules ou des tranches 
d'organes, de preference neuronales ou cerebrales, obtenu a partir d'au moins un 
mammifere non-humain recombinant porteur d'au moins un allele modifie du gene 
codant pour une proteine STOP selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 

15 - la mesure de Taction de ladite substance a cribler sur lesdites 

cellules ou tranches d'organes et 

- la comparaison des valeurs obtenues avec celles des cellules ou des 
tranches d'organes d'un echantillon biologique obtenu a partir d'un mammifere non- " 
humain du meme type, porteur de deux alleles sauvages du gene codant pour une 

20 proteine STOP. 

8°) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que ladite - 
mesure est effectuee a l'aide d'un test de liaison proteine-proteine. 

9°) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que ladite 
mesure est effectuee par detection de la variation d'intensite d'un signal electrique. 
25 10°) Vecteur de recombinaison homologue d'un gene codant pour 

une proteine STOP, caracterise en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique d'un 
gene STOP modifie codant pour une proteine STOP inactivee, de preference tronquee 
au niveau d'au moins Tun des exons, notamment l'exon 1 . 

11°) Utilisation des substances selectionnees a l'aide du procede de 
30 criblage selon l'une quelconque des revendications 7 a 9, pour la preparation d'un 
medicament utile dans le traitement de la schizophrenie et des desordres 
schizoaffectifs a composante anxieuse, paranoi'aque ou depressive. 
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12°) Utilisation d'une amorce on d'une sonde selon la revendication 
6, pour le criblage de clones ES recombinants on d'animaux recombinants. 
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| 10 } 20 j 30 | 40 J SO j 60 | 70 J 80 j 90 j 100 

1 GAATTCAAAG ATGCCATTAT CTTGCTTTCT TTCGTCCCTA CTTCTGATCT CACGGCAGCC CCAGCAGAGG TCCTATGAGT CCTCCAAGGA CTACGTAGCT 100 
101 TCAACACTGA AGCCTGTAAC TTTGTCCCAT GGTCCCCTAA TGCGTAAGGA AAAAGCCCAG CATTTCACGA TAAAGCAGGA AGCAGAGTGA GTGCCTTTGA 200 
2 01 TATAATAGGG AAGGTCTAAC TTACAGGCTA TTTTAAGAAT TGATTGCTAA GTATCAATAT GATCACGCTT TTAAGATGAC TCATGATCTT CCACATTAAT 300 
301 CTGTTGTGTG TGGAATTATA TCTGTACATT GCTGGCTATT AAAC CATGGC TTGCTCCTAA CATAAACACT ACTAAATATC AGATTTTTCT ATCTATCTAT 400 
401 CTATCTATTG ATCTATCTAT CTATCTATCT ATCTATCTAC CTACCTACCT ACCTATCATC TATCTATCTA TCAATCATGT ATGTATGTAT GTATGTATGT 500 
501 ATGTATCTAT CTATCTATCT ATCTATCTAA GTGTGTATGA GTGTAGCTGG GCATAACATC ACATGCTTGT ATGTAGAGGT AGGAGGACAA TCCCTTGAAC 600 
501 AGATCCCTCA TCAACAAGTT GGATCTGGCC AAATTGGCAT AAGAAAAAAA AAGCTCAATG TATTATGTTG CTAAAGACTT G C AAA TT AA C AACAAATGTA 700 
701 ACCCAAACAG ACACAGCACC AAACACTGGC AAGGGGGAGA GAAACAGGAG TTCTCATTAG TTACTACTGA TCACTCAAAA CTGGTACAAC TATGGTGGAA 800 
8 01 GACAGTTTGT TTTGTTACAA AACTAACTCA TCAGTTACTA CTGAGTACTC AAAACTGGTA CAATTATGGT GG AAGACAGT TTGCTTTGTT ACAAAACTAG 900 
901 CTATTCTTTT GGCCACATAA TCACAATCCT GCTCCTTGAT ATTACCCAAA AAGAGCCCAA AGCTTATGTC AGCACAGAAA CCTGAACACT GTTTTAGCAG 1000 
1001 CTTTGTTTAT AATTCCCCCC AATTGAAGCA ACCAGCATGC CATTCAGCAG GTGACGGATA AATAATCTAT GGGAACACGT AATATTACAG AACAAGAGAA 1100 
1101 ATGAGATACC AGCCATGAAA AGATATGATG GATCCTTGAG CTTATTACTA AGTCAGAGCT AATCTGAAAC ACTGCTTACT ATCTGATGGA TCAAAAAGGA 1200 
1201 GG AATCTACC TCAGGTGACA AGATGAACCT TGTCACCTCC TTAAGGGTTA ATCCAGTGAG ACAGGTGAGG GGACTGAGAG GATCCACCCC AGGAAAGACA 1300 
13 01 TATTCACCTT ACAATAACGT ACTCTTCCCT TACAGAATTA TGGCCTCCTA ATGCAGTTCC CTTGCTATGC AAGTGTGAGC ACATGAGTTC AAGTCCTGCA 14 00 
1401 CAGTGAAGCA CAAATCAGGG TGTGGTCAGG TGAGCACCTG GGACCTCAGC ACTGTGAGGG GCAGAGCCAG GAAAACTGCA GGGGCTTGCT AGCCAGTGAG 1500 
1501 CCTAGCTTCA GATTCAGTGA GAAACCTTGT TTCATGGGGA AAAAGGCAGA GAATGGTAGA GCAGAATACC CAGCATCCTC CCTTAGACGT ACACATGTGC IS 00 
1601 ATATATGCCA CAAATAAATT AATTAAGAGT AAATATTTGG GACTTTTAAG AAAATGAACT CTTTCTTTTC CTTGTGAAGT AGCAGATTTC CAAGTAGCAG 1700 
1701 GCTTCTCAGT GGCTTATCTG GGAGGCTCTG CCTGTGAGAC TTTTGGATAA GCTTTTGAAT ATTAACAGGT TCTGCTGAAG AAGCCATTTC TATATGCCAG 18 00 
18 01 GAGCTGCAGC TAATATTTCT TGTGAATTGT GTCACTTCAG TCTTCAGAAA AACTTTGTAA GTTCAGAATA GATACCCTTG CTCAGAGACA AAGTTAAGGG 1900 
1901 TCAGAGGTTG CCACAATTTG TCTATGCCTT AGAGCCAAAA GTGCAGAAGC CAGGATCCAA ATCCCTGAGT ATGGACTCCA GGCTTCTGCT CTGGGTGCTT 2000 
2001 AACTTTCCTC ATGAAACCAC CCCGAGGCAT TTATTAGCTC TACTACCCTC CCCCCCCCCA CCCCCCGCCC CGACCCAGGG GACTGCAGCC CAGAGACAAC 2100 
2101 C C AAGTCAC A AAGAGAGTAT CAGAG CCAAA GCAGGTCCAT TAGATTCCAA AATCTGTTCA' ACCCCAAAGT AGAAAAGAAG GCAGAAACAC AACCGAGAAT 2200 
2201 CCCCTCAAAG AGGTCTCCCT TTTCCTAGGG AACTGTCTCT CATCCAGCCG CTTACCTCCT CCCTTGGGTC TCTTTCCAGA ATCTTCCTTT TTCTCCCTTT 23 0 0 
2301 CCCCCAGTGC AGCATCTGGG CTGGAGAAGA ACCAATTTTA TCCTGGGAGA GTAGACTCAC TGCTTCCCAG TTGCTTAAAG AAGGAACAGC CAGAGTATGG 24 00 
2401 CTAGGCCGGC TTCCCAGGCC GGCCTCTCCC AATCTCATAC AACTGGGGAA GCCCCTGTAC ACATAGGCTT AGGTCAAGAA CCAGCAACAC GGAGCATAAG 2500 
2501 TACAGCCTGA TAGCTGACCA ATTAACTGCA GCTCTCCCTT TTAAAGTATC TATTCAGGGG CTGAGTGGTT AAAAACTTGT ATTGGTGTTC CAGAGGACCC 2600 
2601 AAGTCCGGGT CCCAGCATTC ACATGGGGGT GGGGTGGGAG CTCATAGTCG CCTGCACAGC ACCAGGGAAA TCTACTTCTG ACCCTCTGGC CTCAGCAGGC 2700 
2701 ACCAGAGCCC ATGTGCATAT ACCCAACACA GACAAAAGCA CTAATTAAAA GGTGGCGCAA CCCTTTAATC CCAGCACTTG GGAGGCAAAG GCAAGCGGCT 2800 
2801 TTTCTGAGTT CAAGGCCAGC CTGGTTACAG ACTGAGTTCC AGGACAGCCA AGACTACAGA GAGAAACCCT GTTCGAAAAA ACAAAAGCCA AAAACCAAAA 2900 
2901 AAAAAAAAAA GTAAAAAAGA TTTTTAAAAG AAGCCAAAGC ATTTAGTCTG AAACAGACAT TTCATGGAGG CGGGGCGGTC TTACACTTAA AAAAXTAGTA 3000 
3001 TTCATTGGTT GGGGCGATTT TACGAAAGAG AGGAGACTCG GTTTTAGGAC ATGAAGCTGG CAACTCAAGG ACAGCAAGTC CTCAGGAGCT" TGGGACTTGA 3100 
3101 AC CTATC AAG GACCCAGTTC TGCTGTTGCC TGGGAACAGA GAAGGGAGGA GCTGCCAGAG AGAAGGGAGG AGGGGACAGG GAGAGGGCAA C CTTTCAG CT 320 0 
3201 GCGCGCCCTG ACGACAGCAG GTGATTTTTT TTTTTTTTCT GCAGCGCGCA TACTCTCAGC ATCTTTTCTT GATCACCCCA CCTCCCTTGC TGAGCCGCAA 3300 
33 01 AAAAGGGTGG GGCCGCCTCT CTGCAGCAGA AGACGACAGC GGCAGCGGCT GCGGCATCAC CGGGGGTATA G AT AG AGG CC GTTTTGCTCT CTGCTCTGTC 3400 
3401 TGGGTTGGAG GTGACCGCTG CCAAGCCTCG CTAGGCGGCC GGCTGAACCA GACAGAAAGG AGATAAAAGC CTGCTTGCGA TCCTTCCTGC GCCATGGCTT 3500 
3501 AAGCCCACAG CCTCTTTGCC AAGCATCTCC TTGCTCTGCC GGGGTCTGCT AGACACCGCA GTCGCAGAGA GGGCGCGCCC AGACGCCCTA GGCCTGGACT 3600 

3 601 CTGGGACGCT GAGCCTCGCT CCTATTCTTC ACTGCCCACA GCAGCTCCTC TGCAGCAGGC GTTTGCAGCC GGCAATCGAG GGACTTTACG GACTTTATCT 3700 
3701 CAGCGGTACC TTGTCCCCGG GTGCTCTTTG AGGGTGGAGG ACGAGGCAAA GGGCTTCTAA GGGAAGGAAG CGGTGGGAAC CACATTGGCG GGTCTGGGTT 3 800 
3801 GGGGTTAAAG GGAGATTGGA GATTTGATTT AGG AC CACAA AAAGGCTTTG TGGCTAACAT GGCGTGGCCG TGCATCACAA GGGCCTGCTG CATCGCCCGC 3900 
3901 TTCTGGAACC AGCTGGACAA GGCGGACATT GCGGTGCCGC TGGTTTTCAC CAAGTACTCG GAGGCCACCG AACACCCAGG CGCCCCTCCG CAGCCGCCAG 4000 
4001 CTCCGCTGCA GCCCGCGTTA GCGCCCCCCT CGCGTGCTGT CGCCATAGAG ACGCAGCCAG CCCAGGGAGA GTCGGATGCA GTTGCCCGGG CAACAGGGCT 4100 
4101 TGCGCCCGGG CCCAGCGTCG ACCGCGAGAC TGTAGCCGCC CCCGGCCGGA GCGGGCTGGG CTTGGGCGCG GCCTCAGCCT CCACTTCCGG CTCAGGCCCC 4200 
4201 GCGGACTCGG TGATGCGACA GGACTACCGC GCCTGGAAAG TGCAGCGGCC CGAGCCAAGC TGCCGGCCGC GCAGCGAGTA CCAGCCGTCC GACGCGCCCT 4300 
4301 TCGAGCGCGA GACCCAGTAC CAGAAGGACT TCCGCGCCTG GCCGCTGCCC CGGCGCGGGG ACCATCCCTG GATCCCCAAG CCGGTGCAAA TCCCTGCGAC 44 00 
4401 TTCGCAGCCT TCCCAACCTG TTCTCGGGGT GCCCAAGCGT CGGCCTCAGA GCCAAGAGCG CGGGCCCATG CAACTTTCTG CTGATGCCCG GGACCCGGAG 4500 
4501 GGTGCTGGAG GAGCCGGGGT GCTGGCGGCA GGAAAGGCGT CCGGTGTAGA CCAGCGCGAC ACACGTAGGA AGGCAGGGCC » AGCATGGATG GTGACTCGCA 4600 
4601 ACGAAGGGCA CGAAGAGAAG CCTCTGCCCC CAGCCCAATC CCAGACCCAG GAGGGTGGTC CTGCAGCTGG AAAGGCGTCC GGTGCAGATC AGCGTGACAC 4700 

4 701 ACGCAGGAAG GCAGGGCCAG CATGGATGGT GACTCGCAGC GAAGGGCACG AAGAGAAGCC TCTGCCCCCA GCCCAATCCC AGACCCAGGA GGGTGGTCCT 4800 
4801 GCAGCTGGAA AGGCGTCCGG TGCAGATCAG CGTGACACAC GCAGGAAGGC TGGACCCGCG TGGATGGTGA CTCGCACGGA AGGGCACGAG GAGACGCCGC 4900 
4 901 TGCCACCCGC CCAGTCTCAG ACCCAGGAGG GCGGCCCCGC AGCTGGAAAG GCATCTGGTG CAGACGAGCG CGACACGAGG AGGAAGGCGG GGCCGGCCTG 5000 
5001 GATGGTGCGT CGCTCGGAGG GGCACGAACA GACACCCGCT GCCCATGCCC AAGGCACAGG GCCTGAAGGA AGCAAGGGGC GCGCGGTGGC AGATGCCCTC S100 
5101 AACAGGCAAA TCCGGGAGGA GGTGGCGAGT ACAGTAAGCA GCTCTTACAG GTGAGACTGG GGCAGCAGGT GATGCTGGTC ACCCTCATCC CCTCGCGAGG 5200 
5201 ACCACCCATT CTACCCCCAC ACCGAAAGCT TCGCA1TCAG CTTCTTCTCC AGGGCCAGAC CACACCTCTT CAGCCACATT CCAGAACCCT TTCAACCCAG 5300 
5301 ACTTTACTGC CCACCCTGTC GGAAAGCCCT TAACAGTTTC CACACTGGTT TTCCCAGCTT GTTTTTTGTG CCACCCCTAA GCCACATTTT CCTCTTGGCT 5400 
5401 GCCTAGCTCA GCTCCCTATC TGCCCCACAG AGACCCTGTC AGTTTCCCCC TGTCTCATCA GTTCGCCTGC TGTCCCAGCC TGGCTCCCGT CCCTAGTCGC 5500 
5501 CTCCACTCAT TCACTTCTCA CTTACTTCCC CGTGAGACCC TTTCTCCTCC CCAGTCTCAC ATTGTCCTGG TCTCTTCCTA TTGATTCCTC CCCCAGTTCT 5600 
5601 GGCCGACACT CAAGCGCCAC ACCCTTTTCC AGATTTCTCT ACATGCTCCT TAATAACTGG CTCTAGTACT TGAAGTCATT CCCCTCCTGC CTCTTCAGTA 5700 
5701 GCTTTGACAC ATTGGGCGAG CTTTTTAACC TTCCTGGGCC TTCACATTCT TATCTGTAAC TGGGATCAAT AATAGTCAAC TTAGAACTAT CCACACAGGA 5800 
5801 CTGATTTAAG CTGAGATATT CTGTACAGTT TTGAGGATAG ACTAAATGCC AAACATGGCT CTAGCTGATG GAAAGTGGAA AGAGATGACT CGGGATGACT 5900 
5901 GGCCATGCCT GAGAT6TAGT GAGAGGTCTT GTTTCCATTT ATACTCTCCT ATGTGATGCC CCCTTATTCT TGATTCTGCT TCCTGGATGT CCCTAGCCCT 6000 
6001 CTTCCCTGTT GAGGCAGCTC CTTTCTTCCT TTGTGTTCAG ATGTTTCTAT TTTTTCTTTT AATTAATTAG TTAATTAATT AATTTACTTA TTCCCTTTAC 6100 
6101 ATCCTGCTCA CTGCCCCCTA CAGTCCTTCT CCCCATGCCC CACTTCTTCT CTAAGTGGGT GGGGTCTCCC CCTGAGTATC TCCCTACCCT GGTACATCAA 6200 
6201 GTTTCTGCAG GGCTAGTCTA ATCCTCTCCC ACTCAGGCCA AACAAGTCAA CCCAGCTAGA AGAACATATT CCACGAACAG CCAACAGCTT TTTGGGGTAG 6300 
63 01 CCCCCATTCC AGTTGTTTGG GACCCACATG AAGACCAAGC TGCACATCTG CTGTATATGT GCAGAGAGGT CTAGGTCCAG CCCATGTATG CTCTTTGGTT 6400 
6401 TGTGGTTCAG TCTCTGAGAA CCCCTAAGGG TTCCAGGTTA GTTGACTCTG TTGATCTTCC TGTGGAGTTC CTATCTCCTT AGGGGCCTAC AATCCTTCTC S500 
6501 CCTATACTTC CACAAGACTC CCCAAGCTCC ATC CACTGTT TGGCCATGGG TGTCTGTATC TGTCTGAGTC AGCTGCTGGG TGGAGCTTCT CAAAGGTCAG 6600 
6601 ACATTAATGT GTCCCTTATC CTCTGGCACA TTCACGTTCC TTGAAAATGA ACGCTTTCAA ACTTAGAAAC ATCCCCCATC TTCCTCCACG CACACCCTGT 6700 
6701 TTATACAATT CTCCCTGTGC TGCATGCAGC CTTGGCCTGC TTTCTCACCT CACATCCATC CAGTG CACAT CTCTGAATGT TTAGCTTTTG GGCCTTCCTT 6800 
68 01 TATGTTTCTA CCAACATCAG CTAGCTGATA GATCCTAGTT GACTTGAACA TGTAGCAGCA CCGGGCTTGG GTACTGAGGA AGCAGATGTG TGTGATAATG 6900 
6901 ATGGAGCTGG CCTTGTGCAG CTGTGACTTC TGAGGTCTTC ATTCAGCTCC ACAGTCAGTT AGGTGCCCTT TTCCTAAGTG TGGAAGGAAG GGCTACAGAG 700 0 
7001 TTAGTGTCTT CTGCTAACCC TGTGTGTGGG CGCTTCAGTA GGCTCTGCAG GCACTCCTCT CATGCAGCCA GAAGACTGGC ATAAATAGAG ACTCTATTGT 7100 
7101 TAAGGCAAAA GTCAGAGCCC TGCCTCAGAA TTC 7133 

| 10 j 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 J 80 | 90 1 100 
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<140> 
<141> 



<160> 6 



<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 7133 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 1 

gaattcaaag atgccattat cttgctttct ttcgtcccta cttctgatct cacggcagcc 60 
ccagcagagg tcctatgagt cctccaagga ctacgtagct tcaacactga agcctgtaac 120 
tttgtcccat ggtcccctaa tgcgtaagga aaaagcccag catttcacga taaagcagga 180 
agcagagtga gtgcctttga tataataggg aaggtctaac ttacaggcta ttttaagaat 240 
tgattgctaa gtatcaatat gatcacgctt ttaagatgac tcatgatctt ccacattaat 300 
ctgttgtgtg tggaattata tctgtacatt gctggctatt aaaccatggc ttgctcctaa 360 
cataaacact actaaatatc agatttttct atctatctat ctatctattg atctatctat 420 
ctatctatct atctatctac ctacctacct acctatcatc tatctatcta tcaatcatgt 480 
atgtatgtat gtatgtatgt atgtatctat ctatctatct atctatctaa gtgtgtatga 540 
gtgtagctgg gcataacatc acatgcttgt atgtagaggt aggaggacaa tcccttgaac 600 
agatccctca tcaacaagtt ggatctggcc aaattggcat aagaaaa'aaa aagctcaatg 660 
tattatgttg ctaaagactt gcaaattaac aacaaatgta acccaaacag acacagcacc 720 
aaacactggc aagggggaga gaaacaggag ttctcattag ttactactga tcactcaaaa 780 
ctggtacaac tatggtggaa gacagtttgt tttgttacaa aactaactca tcagttacta 840 
ctgagtactc aaaactggta caattatggt ggaagacagt ttgctttgtt acaaaactag 900 
ctattctttt ggccacataa tcacaatcct gctccttgat attacccaaa aagagcccaa 960 
agcttatgtc agcacagaaa cctgaacact gttttagcag ctttgtttat aattcccccc 1020 
aattgaagca accagcatgc cattcagcag gtgacggata aataatctat gggaacacgt 1080 
aatattacag aacaagagaa atgagatacc agccatgaaa agatatgatg gatccttgag 1140 
cttattacta agtcagagct aatctgaaac actgcttact atctgatgga tcaaaaagga 1200 
ggaatctacc tcaggtgaca agatgaacct tgtcacctcc ttaagggtta atccagtgag 1260 
acaggtgagg ggactgagag gatccacccc aggaaagaca tattcacctt acaataacgt 1320 
actcttccct tacagaatta tggcctccta atgcagttcc cttgctatgc aagtgtgagc 1380 
acatgagttc aagtcctgca cagtgaagca caaatcaggg tgtggtcagg tgagcacctg 1440 
ggacctcagc actgtgaggg gcagagccag gaaaactgca ggggcttgct agccagtgag 1500 
cctagcttca gattcagtga gaaaccttgt ttcatgggga aaaaggcaga gaatggtaga 1560 
gcagaatacc cagcatcctc ccttagacgt acacatgtgc atatatgcca caaataaatt 1620 
aattaagagt aaatatttgg gacttttaag aaaatgaact ctttcttttc cttgtgaagt 1680 
agcagatttc caagtagcag gcttctcagt ggcttatctg ggaggctctg cctgtgagac 1740 
ttttggataa gcttttgaat attaacaggt tctgctgaag aagccatttc tatatgccag 1800 
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gagctgcagc taatatttct tgtgaattgt gtcacttcag tcttcagaaa aactttgtaa 18 60 
gttcagaata gatacccttg ctcagagaca aagttaaggg tcagaggttg ccacaatttg 1920 
tctatgcctt agagccaaaa gtgcagaagc caggatccaa atccctgagt atggactcca 1980 
ggcttctgct ctgggtgctt aactttcctc atgaaaccac cccgaggcat ttattagctc 2040 
tactaccctc ccccccccca ccccccgccc cgacccaggg gactgcagcc cagagacaac 2100 
ccaagtcaca aagagagtat cagagccaaa gcaggtccat tagattccaa aatctgttca 2160 
accccaaagt agaaaagaag gcagaaacac aaccgagaat cccctcaaag aggtctccct 2220 
tttcctaggg aactgtctct catccagccg cttacctcct cccttgggtc tctttccaga 2280 
atcttccttt ttctcccttt cccccagtgc agcatctggg ctggagaaga accaatttta 2340 
tcctgggaga gtagactcac tgcttcccag ttgcttaaag aaggaacagc cagagtatgg 2400 
ctaggccggc ttcccaggcc ggcctctccc aatctcatac aactggggaa gcccctgtac 24 60 
acataggctt aggtcaagaa ccagcaacac ggagcataag tacagcctga tagctgacca 2520 
attaactgca gctctccctt ttaaagtatc tattcagggg ctgagtggtt aaaaacttgt 2580 
attggtgttc cagaggaccc aagtccgggt cccagcattc acatgggggt ggggtgggag 2 64 0 
ctcatagtcg cctgcacagc accagggaaa tctacttctg accctctggc ctcagcaggc 2700 
accagagccc atgtgcatat acccaacaca gacaaaagca ctaattaaaa ggtggcgcaa 27 60 
ccctttaatc ccagcacttg ggaggcaaag gcaagcggct tttctgagtt caaggccagc 2820 
ctggttacag actgagttcc aggacagcca agactacaga gagaaaccct gttcgaaaaa 28 80 
acaaaagcca aaaaccaaaa aaaaaaaaaa gtaaaaaaga tttttaaaag aagccaaagc 2940 
atttagtctg aaacagacat ttcatggagg cggggcggtc ttacacttaa aaaattagta 3000 
ttcattggtt ggggcgattt tacgaaagag aggagactcg gttttaggac atgaagctgg 3060 
caactcaagg acagcaagtc ctcaggagct tgggacttga acctatcaag gacccagttc 3120 
tgctgttgcc ■ tgggaacaga gaagggagga gctgccagag agaagggagg aggggacagg 3180 
gagagggcaa cctttcagct gcgcgccctg acgacagcag gtgatttttt ttttttttct 3240 
gcagcgcgca tactctcagc atcttttctt gatcacccca cctcccttgc tgagccgcaa 3300 
aaaagggtgg ggccgcctct ctgcagcaga agacgacagc ggcagcggct gcggcatcac 3360 
cgggggtata gatagaggcc gttttgctct ctgctctgtc tgggttggag gtgaccgctg 34 20 
ccaagcctcg ctaggcggcc ggctgaacca gacagaaagg agataaaagc ctgcttgcga 34 80 
tccttcctgc gccatggctt aagcccacag cctctttgcc aagcatctcc ttgctctgcc 3540 
ggggtctgct agacaccgca gtcgcagaga gggcgcgccc agacgcccta ggcctggact 3600 
ctgggacgct gagcctcgct cctattcttc actgcccaca gcagctcctc tgcagcaggc 3660 
gtttgcagcc ggcaatcgag ggactttacg gactttatct cagcggtacc ttgtccccgg • 3720 
gtgctctttg agggtggagg acgaggcaaa gggcttctaa gggaaggaag cggtgggaac 378 0 
cacattggcg ggtctgggtt ggggttaaag ggagattgga gatttgattt aggaccacaa 3840 
aaaggctttg tggctaacat ggcgtggccg tgcatcacaa gggcctgctg catcgcccgc 3900 
ttctggaacc agctggacaa ggcggacatt gcggtgccgc tggttttcac caagtactcg 3960 
gaggccaccg aacacccagg cgcccctccg cagccgccag ctccgctgca gcccgcgtta 4 020 
gcgcccccct cgcgtgctgt cgccatagag acgcagccag cccagggaga gtcggatgca 4080 
gttgcccggg caacagggct tgcgcccggg cccagcgtcg accgcgagac tgtagccgcc 414 0 
cccggccgga gcgggctggg cttgggcgcg gcctcagcct ccacttccgg ctcaggcccc 4200 
gcggactcgg tgatgcgaca ggactaccgc gcctggaaag tgcagcggcc cgagccaagc 4260 
tgccggccgc gcagcgagta ccagccgtcc gacgcgccct tcgagcgcga gacccagtac 4320 
cagaaggact tccgcgcctg gccgctgccc cggcgcgggg accatccctg gatccccaag 4380 
ccggtgcaaa tccctgcgac ttcgcagcct tcccaacctg ttctcggggt gcccaagcgt 4440 
cggcctcaga gccaagagcg cgggcccatg caactttctg ctgatgcccg ggacccggag 4500 
ggtgctggag gagccggggt gctggcggca ggaaaggcgt ccggtgtaga ccagcgcgac 4 5 60 
acacgtagga aggcagggcc agcatggatg gtgactcgca acgaagggca cgaagagaag 4 620 
cctctgcccc cagcccaatc ccagacccag gagggtggtc ctgcagctgg aaaggcgtcc 4 680 
ggtgcagatc agcgtgacac acgcaggaag gcagggccag catggatggt gactcgcagc 4740 
gaagggcacg aagagaagcc tctgccccca gcccaatccc agacccagga gggtggtcct 4800 
gcagctggaa aggcgtccgg tgcagatcag cgtgacacac gcaggaaggc tggacccgcg 48 60 
tggatggtga ctcgcacgga agggcacgag gagacgccgc tgccacccgc ccagtctcag 4920 
acccaggagg gcggccccgc agctggaaag gcatctggtg cagacgagcg cgacacgagg 4980 
aggaaggcgg ggccggcctg gatggtgcgt cgctcggagg ggcacgaaca gacacccgct 504 0 
gcccatgccc aaggcacagg gcctgaagga agcaaggggc gcgcggtggc agatgccctc 5100 
aacaggcaaa tccgggagga ggtggcgagt acagtaagca gctcttacag gtgagactgg 5160 
ggcagcaggt gatgctggtc accctcatcc cctcgcgagg accacccatt ctacccccac 5220 
accgaaagct tcgcattcag cttcttctcc agggccagac cacacctctt cagccacatt 528 0 
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ccagaaccct ttcaacccag actttactgc ccaccctgtc ggaaagccct taacagtttc 5340 
cacactggtt ttcccagctt gttttttgtg ccacccctaa gccacatttt cctcttggct 54 00 
gcctagctca gctccctatc tgccccacag agaccctgtc agtttccccc tgtctcatca 54 60 
gttcgcctgc tgtcccagcc tggctcccgt ccctagtcgc ctccactcat tcacttctca 5520 
cttacttccc cgtgagaccc tttctcctcc ccagtctcac attgtcctgg tctcttccta 5580 
ttgattcctc ccccagttct ggccgacact caagcgccac acccttttcc agatttctct 5640 
acatgctcct taataactgg ctctagtact tgaagtcatt cccctcctgc ctcttcagta 5700 
gctttgacac attgggcgag ctttttaacc ttcctgggcc ttcacattct tatctgtaac 57 60 
tgggatcaat aatagtcaac ttagaactat ccacacagga ctgatttaag ctgagatatt 5820 
ctgtacagtt ttgaggatag actaaatgcc aaacatggct ctagctgatg gaaagtggaa 5880 
agagatgact cgggatgact ggccatgcct gagatgtagt gagaggtctt gtttccattt 5940 
atactctcct atgtgatgcc cccttattct tgattctgct tcctggatgt ccctagccct 6000 
cttccctgtt gaggcagctc ctttcttcct ttgtgttcag atgtttctat tttttctttt 60 60 
aattaattag ttaattaatt aatttactta ttccctttac atcctgctca ctgcccccta 6120 
cagtccttct ccccatgccc cacttcttct ctaagtgggt ggggtctccc cctgagtatc 6180 
tccctaccct ggtacatcaa gtttctgcag ggctagtcta atcctctccc actcaggcca 6240 
aacaagtcaa cccagctaga agaacatatt ccacgaacag ccaacagctt tttggggtag 6300 
cccccattcc agttgtttgg gacccacatg aagaccaagc tgcacatctg ctgtatatgt 63 60 
gcagagaggt ctaggtccag cccatgtatg ctctttggtt tgtggttcag tctctgagaa 6420 
cccctaaggg ttccaggtta gttgactctg ttgatcttcc tgtggagttc ctatctcctt 6480 
aggggcctac aatccttctc cctatacttc cacaagactc cccaagctcc atccactgtt 6540 
tggccatggg tgtctgtatc tgtctgagtc agctgctggg tggagcttct caaaggtcag 6600 
acattaatgt gtcccttatc ctctggcaca ttcacgttcc ttgaaaatga acgctttcaa 6660 
acttagaaac atcccccatc ttcctccacg cacaccctgt ttatacaatt ctccctgtgc 6720 
tgcatgcagc cttggcctgc tttctcacct cacatccatc cagtgcacat ctctgaatgt 6780 
ttagcttttg ggccttcctt tatgtttcta ccaacatcag ctagctgata gatcctagtt 6840 
gacttgaaca tgtagcagca ccgggcttgg gtactgagga agcagatgtg tgtgataatg 6900 
atggagctgg ccttgtgcag ctgtgacttc tgaggtcttc attcagctcc acagtcagtt 6960 
aggtgccctt ttcctaagtg tggaaggaag ggctacagag ttagtgtctt ctgctaaccc 7020 
tgtgtgtggg cgcttcagta ggctctgcag gcactcctct catgcagcca gaagactggc 7080 
ataaatagag actctattgt taaggcaaaa gtcagagccc tgcctcagaa ttc 7133 



<210> 2 

<211> 1881 

<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 2 

ctgtgagttg gtggccagct cggtttacat agtgagttcc aggacagcca gggcagaaaa 60 
aaaaaaaaag tacctatata aaacttatga ggggctggtg agatggctca gtgggttaga 120 
gcacccgact gctcttccga aggtccagag ttcaaatccc agcaaccaca tggtggctca 180 
caaccatccg taatgagatc tgactccttc ttctggagtg tctgaagaca gctacaatgt 240 
acttacatat aataaataaa taaataaata aataaatctt aaaaaaaaaa acttatgaga 300 
acatcggcgg agggacagtc ccttaaagag ccatttgtta tagctgaaga gatggtttca 360 
ctggatagca gcacttgctg ctcttgcaga gaacccaggc tcagttcctc atccctatat 420 
gatggttcgc aaccatttgt aactccagtt ccaggggaac caacgatacg tgtacataca 480 
agcaggcaaa acacccacac tcataaaatg aaatacacaa ctcttaactg tttttgttca 540 
cctgtctcca cccccagtgt tggggtagca gacacatgca gctatgccta acttttacgt 600 
aagttctggg ggcctgaatt ccaatcttca tcccgatcca gcaagcactt ttacccctgt 660 
agccatctcc ttggccttga gaaagcttct taagggttga tatcattccg aggaaaatat 720 
tgaatacata tttactatgg agtcatgtat atttaagaaa tgcacacagc atgcatttat 780 
gcctccttcc acgttctgga aacactggag gaaggtaggc agggagtgtg tttaggatgg 840 
aatttaaaat ttatccgggc cattttattt aagggcatct cagatctatc accaaggatt 900 
cccacttaga aaatttggac aacataagcc tcaaaatgaa aagtgaaaaa aatgggttaa 960 
taccacagta aaaatattca tgaatccgac agtgtataac aaagaggcca gctactaagt 1020 
gtagaaagaa taaaggattc tgagaaatca tcatgtgaca aacatcatca tagcgagtgt 1080 
gctgggcaag ggacgccagc agttggtaaa tgatcgggcg acaattcctt gggtaacaaa 114 0 
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caaacgagtt gcagagtgtc aggtgacctt gcttagtgta gtagttggac tggataatga 1200 
atagcagagc accttgaaat ctgaggacgt tatagttgtt ttaaa'aatgt cttcacaagg 12 60 
ccctcatgtt gtgtaaagga gattttaaaa ttttagttca acaaaaagaa gacatgttta 1320 
ctgtgtatct tagcctgttt tagttctggg acagacacca tagataccga gctgaaacaa 1380 
caagtgctct ttacccacag ttccagggcg tgggaagtac aacatcaaag ctctgatgca 14 40 
agtggtgtcc gtgaggatcc atttcctgct atgcagatgc tgcaaacata tgactccggc 1500 
ctcttcctct tctttaaggg catgtgtctg aagtggggtg gggtggcatc ctcatgactt 15 60 
catctgtgtt ttccctagag atagcccctt tggttagggt tttaacatag atgtttggtg 1620 
cacacataca tttagtctat gatagtctct agcaacagcc agttgggagg gaaggagagg 1680 
gagagggaga gagagagaga gagagaacac atgtatgcga gtctgtgatt tctagcttct 17 40 
tagcttctta tatttgatct aattttcatt tattttatga ttctggaact ctgttgtttt 1800 
attactttga aattctagga ctccaaataa atatttttga tcttaaaata ttatcattat 1860 
tttattctga tcccagaatt c 1881 



<210> 3 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
oligonucleotidique 

<400> 3 

agagtcggat gcagttgccc ggcaaca 27 



<210> 4 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
oligonucleotidique 

<400> 4 

ggctcctcca gcaccctccg ggtcccg 27 



<210> 5 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
oligonucleotidique 

<400> 5 

aacagggtgt gcgtggagga a 21 



<210> 6 

<211> 1183 

<212> ADN 

<213> Mus musculus 
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<400> 6 

gatatcattc cgaggaaaat attgaataca tatttactat ggagtcatgt atatttaaga 60 
aatgcacaca gcatgcattt atgcctcctt ccacgttctg gaaacactgg aggaaggtag 120 
gcagggagtg tgtttaggat ggaatttaaa atttatccgg gccattttat ttaagggcat 180 
ctcagatcta tcaccaagga ttcccactta gaaaatttgg acaacataag cctcaaaatg 240 
aaaagtgaaa aaaatgggtt aataccacag taaaaatatt catgaatccg acagtgtata 300 
acaaagaggc cagctactaa gtgtagaaag aataaaggat tctgagaaat catcatgtga 3 60 
caaacatcat catagcgagt gtgctgggca agggacgcca gcagttggta aatgatcggg 420 
cgacaattcc ttgggtaaca aacaaacgag ttgcagagtg tcaggtgacc ttgcttagtg 480 
tagtagttgg actggataat gaatagcaga gcaccttgaa atctgaggac gttatagttg 54 0 
ttttaaaaat gtcttcacaa ggccctcatg ttgtgtaaag gagattttaa aattttagtt 600 
caacaaaaag aagacatgtt tactgtgtat cttagcctgt tttagttctg ggacagacac 660 
catagatacc gagctgaaac aacaagtgct ctttacccac agttccaggg cgtgggaagt 720 
acaacatcaa agctctgatg caagtggtgt ccgtgaggat ccatttcctg ctatgcagat 78 0 
gctgcaaaca tatgactccg gcctcttcct cttctttaag ggcatgbgtc tgaagtgggg 840 
tggggtggca tcctcatgac ttcatctgtg ttttccctag agatagcccc tttggttagg 900 
gttttaacat agatgtttgg tgcacacata catttagtct atgatagtct ctagcaacag 960 
ccagttggga gggaaggaga gggagaggga gagagagaga gagagagaac acatgtatgc 1020 
gagtctgtga tttctagctt cttagcttct tatatttgat ctaattttca tttattttat 1080 
gattctggaa ctctgttgtt ttattacttt gaaattctag gactccaaat aaatattttt 1140 
gatcttaaaa tattatcatt attttattct gatcccagaa ttc 1183 



